MASTER
UNIVERSITARJOEN
INVESTIGACION
EN MEDICINA

CLINICA UNIVERSITAS
Miguel Herndndez

FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ

TRABAJO FIN DE MASTER

Evaluacion del valor pronostico de la deteccion y
cuantificacion de ADN circulante tumoral en

pacientes con cancer colorrectal estadio 11 y 111

Cddigo COIR: TFM.MMC.ECC.MDLA.220228

Curso: Master en Investigacion en Medicina Clinica 2021-2022

Alumno: Maria Dolores Lépez Abellan

Tutor: Esther Caparrds Cayuela



Master en Investigacidon en Medicina Clinica 2021-2022 Maria Dolores Lopez Abellan

1. Aspectos preliminares

B RESUMEN

INTRODUCCION. La biopsia liquida es una potencial alternativa a la biopsia de tejido
con grandes ventajas: es un procedimiento no invasivo, presenta un rapido tiempo de
respuesta y permite determinar el perfil molecular tumoral antes y durante el tratamiento,
en el seguimiento del paciente y durante la progresion de la enfermedad. Numerosos
estudios muestran al ADN circulante tumoral (ctbNA) como un potente predictor de
recidiva y supervivencia tras la cirugia y la quimioterapia adyuvante en pacientes con

cancer colorrectal estadio 11y 111

OBJETIVOS. Determinar el nimero de copias de alelo mutado en los genes KRAS y
BRAF en ctDNA al diagnostico y postcirugia y estudiar su correlacion con la
supervivencia global (overall survival, OS), la supervivencia libre de enfermedad
(disease-free survival, DFS) y la supervivencia libre de recidiva (recurrence-free

survival, RFS) en pacientes con cancer colorrectal estadio 11y IlI.

HIPOTESIS. El ctDNA es un biomarcador pronostico valido en pacientes con cancer
colorrectal estadio 1l y 111, que permite estratificar a los pacientes en funcion del riesgo
de recidiva y mortalidad, por lo que podria ser usado para guiar la toma de decisiones

terapéuticas.

METODOLOGIA. Estudio analitico observacional prospectivo de los datos obtenidos del
analisis del nimero de copias de ctDNA de las mutaciones en el exon 12y 13 de KRAS y
la mutacion V600E en BRAF mediante PCR digital en plasma doble centrifugado de
pacientes con cancer colorrectal estadio 11y I11 al diagnéstico y postcirugia, en el Hospital
General Universitario Santa Lucia de Cartagena entre enero y diciembre de 2022.
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B ABSTRACT

INTRODUCTION. Liquid biopsy is a potential alternative to tissue biopsy, accounting
great advantages: it is a non-invasive process, offers a short response time and allows to
determine the tumor molecular profile before and during treatment, during the following-
up of the patient and at disease progression. Several studies demonstrate that circulating
tumor DNA (ctDNA) is a useful recurrence and survival predictor after surgery and
adjuvant chemotherapy in stage Il and Il colorectal cancer patients.

AIM. The aim of this study is to determine the number of copies of KRAS and BRAF
genes mutated allele in ctDNA at diagnosis and after surgery and study its correlation to
overall survival (OS), disease-free survival (DFS) and recurrence-free survival (RFS) in

patients with stage 11 and 111 colorectal cancer.

HYPOTHESIS. ctDNA is a valid prognostic biomarker in patients with stage Il and 111
colorectal cancer, allowing patients stratification according to the risk of recurrence and

mortality, so it could be used to guide therapeutical choice during patient management.

METHODOLOGY. Observational prospective study of data obtained from the analysis
of exon 12 and 13 KRAS and V600F BRAF mutations using digital PCR in doubled-
centrifuged plasma samples from stage Il and 1l colorectal cancer patients at diagnosis
and after surgery, at University General Hospital Santa Lucia in Cartagena, from January
to December 2022.

B PALABRAS CLAVE/KEYWORDS

Colorectal cancer, liquid biopsy, digital PCR, circulating tumor DNA, KRAS, BRAF
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2. Cuerpo del Trabajo de Fin de Master

m INTRODUCCION

La medicina personalizada en el tratamiento del paciente oncoldgico requiere
conocer, a lo largo de la evolucion de su enfermedad, los cambios dinamicos inherentes
a la biologia tumoral. Para ello, hasta hace algunos afios tan solo contabamos con estudios
en muestras de biopsia de tejido tumoral y, aunque actualmente siguen siendo el gold
standard, tienen algunos inconvenientes (1). En concreto, en un 25% de los casos, la
biopsia de tejido inicial no es informativa o no es posible realizar el perfil genémico del

tumor a la progresion por la dificultad obtener una nueva biopsia (2).

La biopsia liquida aparece como una potencial alternativa a la biopsia de tejido con ciertas
ventajas incuestionables: la extraccion de biopsia liquida es un procedimiento no
invasivo, presenta un rapido tiempo de respuesta, permite la posibilidad de evaluar el
perfil gendmico del tumor de forma repetida y ademés, mediante su estudio tenemos

acceso a una mejor evaluacion de la heterogeneidad y la evolucidn del tumor (3).

El ctDNA constituye una pequefia proporcion del DNA circulante libre total, menor al
1%. Gracias a la mejora de la sensibilidad de las técnicas analiticas utilizadas (PCR digital
y técnicas de secuenciacion masiva (NGS), principalmente), esta siendo rapidamente
aceptado como una herramienta de confianza en Oncologia, ofreciendo un método mas
sensible para la deteccion de malignidad en comparacion con las técnicas de imagen u

otras aproximaciones convencionales en algunos tipos tumorales (4).

Igualmente, la biopsia liquida es una técnica diagnostica que permite determinar el perfil
molecular tumoral antes y durante el tratamiento, en el seguimiento del paciente y durante
la progresion de la enfermedad (4). Esto permite evaluar de forma repetida el perfil
gendmico del tumor del paciente, destacando como una herramienta prometedora para la
deteccidn de la enfermedad minima residual, el manejo de pacientes con cancer y la
monitorizacion de respuestas a la terapia. Ademas, la evidencia actual sostiene que existe
una alta concordancia entre los resultados obtenidos mediante biopsia liquida y biopsia
de tejido (5).

Como muestran numerosos estudios hasta la fecha, el ctDNA resulta ser un potente

predictor de recidiva y supervivencia tras la cirugia y la quimioterapia adyuvante en

5
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pacientes con cancer colorrectal estadio 11 y I1l, con una especificidad muy alta y una

sensibilidad que mejoraré con el desarrollo de la tecnologia aplicada (6-9).

En la actualidad, se estan desarrollando varios ensayos clinicos con grandes cohortes para
estudiar la utilidad del analisis de ctDNA para evaluar la enfermedad minima residual.
Uno de ellos es el ensayo TRACC (n = 1000, NCT04050345) (10), que investiga si en
pacientes con cancer colorrectal estadio Il y Il que han sufrido una cirugia
potencialmente curativa, la deteccion y cuantificacion de ctDNA podria ayudar a
identificar la enfermedad minima residual y la recidiva incluso antes que otros métodos
ya existentes y asi ayudar a identificar el grupo de pacientes que tienen mayor
probabilidad de beneficiarse de la terapia quimioterapica adyuvante y evitar el
tratamiento innecesario y sus efectos adversos asociados al resto. Otros ejemplos con
objetivos similares serian el ensayo ADNCirc (n =473; NCT02813928), el ensayo clinico
aleatorizado COBRA (n = 1,408; NCT0406810), el ensayo CIRCULATE (n = 1,980;
NCT04120701), el DYNAMIC-II (n = 450; ACTRN12615000381583) y DYNAMIC-III
(n=1,000; ACTRN12617001566325) (4,11) y el ensayo MEDOCC-CrEATE (n = 1320;
NL6281/NTR6455), que aportara informacion sobre el beneficio del tratamiento
quimioterapico adyuvante guiado por ctDNA en pacientes con cancer colorrectal estadio
1 (12).

En el futuro, seréd necesario realizar un mayor nimero de estudios prospectivos y ensayos
clinicos aleatorizados y estudiar los resultados de aquellos ensayos clinicos que ya se
encuentran en marcha para evaluar la aplicabilidad del este biomarcador para conocer el
prondstico del paciente y guiar la escalada o desescalada terapéutica en funcion del status

ctDNA postquirdrgico.

m HIPOTESIS

El analisis del ctDNA es un biomarcador prondstico valido en pacientes con cancer
colorrectal estadio Il y Ill, que permite estratificar a los pacientes en funcion del riesgo
de recidiva y mortalidad, por lo que podria ser usado para guiar la toma de decisiones

terapéuticas en el manejo del paciente.
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B OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es evaluar el valor prondéstico de la determinacion de
ctDNA al diagndstico y postcirugia en términos de supervivencia global (overall survival,
0S), supervivencia libre de enfermedad (disease-free survival, DFS) y supervivencia
libre de recidiva (recurrence-free survival, RFS) para ayudar al manejo de pacientes con

cancer colorrectal estadio 11y Il1.
Los objetivos especificos seran:

- Determinar la proporcién de ctDNA detectable al diagnéstico y postcirugia y estudiar
su correlacion con la OS, la DFS y la RFS en pacientes con cancer colorrectal estadio
y 1.

- Determinar el nimero de copias de ctDNA al diagnostico y postcirugia y estudiar su

correlacion con la OS, la DFS y la RFS en pacientes con cancer colorrectal estadio 11

y 1.

B MATERIAL Y METODOS

- Disefio (tipo de estudio)

Estudio analitico observacional de seguimiento, prospectivo o de cohortes, de los
datos obtenidos tras el muestreo y analisis del namero de copias de ctDNA de las
mutaciones en el exén 12 y 13 de KRAS y la mutacion V600E en BRAF en plasma doble
centrifugado, tomadas de pacientes con cancer colorrectal estadio 11 'y 11l en el momento
del diagnostico y postcirugia, en el Hospital General Universitario Santa Lucia de
Cartagena entre los meses de enero y diciembre de 2022. Estos datos se contrastaran con
los datos clinicos de OS, DFS y RFS durante un seguimiento de dos afios de duracion, a

partir de la finalizacion de la terapia con intencion curativa.

- Lugar (contexto)

El estudio se llevard a cabo en el Hospital General Universitario Santa Lucia de

Cartagena, amparado por la Seccion de Biologia Molecular del Servicio de Analisis
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Clinicos y en colaboracion con el Servicio de Oncologia Meédica y el Servicio de

Anatomia Patoldgica.

- Tiempo de ejecucion

El tiempo de ejecucidn del estudio abarcara un afio de reclutamiento de pacientes (de
enero a diciembre de 2022), més dos afios de seguimiento de cada paciente a estudio a
partir de la fecha de cirugia de reseccion curativa y/o finalizacién del tratamiento
quimioterapico coadyuvante. Por lo tanto, el estudio tendrd una duracién aproximada de
3 afios para la recogida y analisis de las muestras. Ademas, se prevé invertir de 6 a 12
meses mas para el analisis de datos, elaboracion de informes y comunicacion de los

resultados, con un total de 4 afios.

- Sujetos (criterios de inclusion, exclusion, numero y muestreo)

Para estudiar el valor del ctDNA como factor prondstico en cancer colorrectal, se
incluird en el estudio una poblacion homogénea de pacientes con céancer colorrectal
estadio Il y 1l sometidos a cirugia de reseccion curativa, que posteriormente reciban o no
tratamiento quimioterapico coadyuvante, entre enero y diciembre de 2022 y que cumplan

con los siguientes criterios:

o Criterios de inclusion:
» edad >18 afios;
= pacientes con diagnostico de novo de cancer colorrectal estadio 11
VAL
= de los que se reciban al menos 10 mL de plasma en el momento
del diagnostico y/o postcirugia;

=y capaces de dar consentimiento informado.

o Criterios de exclusion:
= pacientes con cancer colorrectal estadio | y IV o estadio Il y Il
diagnosticados antes del inicio del estudio;
= pacientes con muestras postquirdrgicas recibidas mas de 8

semanas después de la cirugia;
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= pacientes con muestras insuficientes para el analisis de ctDNA (<4
mL de plasma);

= pacientes que no firmen el consentimiento informado.

El tamafio muestral se ha calculado empleando el programa OpenEpi, de acceso
abierto, tomando como referencia de estimacion el hazard ratio (HR) obtenido en un
metaanalisis publicado recientemente (13), en el que al estudiar el prondstico en términos
de RFS de pacientes con cancer colorrectal con ctDNA positivo tras la cirugia, obtienen
un HR de 7.26, 95% CI: 5.48- 9.62, p<0.05. Segun esto, el tamafio muestral total
estimado seria de 54 segln el método de Kelsey. Recogeremos muestras de plasma de

estos pacientes de forma prospectiva y solo existira este grupo de pacientes a estudio.

- Variables a estudio

Las variables que se recogeran en el estudio son:

o Datos demogréficos del paciente (edad al diagnostico, sexo)

o La proporcion de ctDNA detectable en pacientes con cancer colorrectal
estadio 11y Il al diagnostico y postcirugia.

o El valor de ctDNA en plasma (numero de copias del alelo mutado) de los
pacientes incluidos en el estudio al diagnostico y postcirugia. Esta variable
se expresara como frecuencia alélica de la variante (VAF), esto es, el
porcentaje del alelo mutado del gen a estudio respecto al alelo wildtype en
CtDNA.

o Los datos de supervivencia total, supervivencia libre de enfermedad y

supervivencia libre de recidiva de los pacientes.

- Recogida de variables

o Recogida de muestras: se recibirdn muestras de plasma en tubos con
EDTA-K2 en el laboratorio de Analisis Clinicos del hospital, se someteran
a una doble centrifugacion y seran congeladas a -80°C hasta su analisis.

Las muestras seran recogidas por personal a cargo del Servicio de



Master en Investigacidon en Medicina Clinica 2021-2022 Maria Dolores Lopez Abellan

Oncologia del hospital, previo consentimiento informado de los pacientes
incluidos en el estudio, al diagnostico y postcirugia.

o Extraccion de ctDNA. La extraccion de ADN libre circulante se realizara
mediante particulas magnéticas empleando el kit especifico de extraccion
de ADN libre circulante (QIAsymphony DSP Circulating DNA) en el
equipo automatizado QiaSymphony de Qiagen.

o Cuantificacion de ADN libre circulante: se extraerd el ADN circulante
segun el método descrito y se cuantificara el mediante un método
fluorimétrico optimizado en el laboratorio de investigacion de nuestro
servicio, Invitrogen Qubit.

o Estudio de mutaciones oncogénicas en ctDNA en plasma: determinacion
del nimero de copias de ctDNA de las mutaciones en el exon 12 'y 13 de
KRAS y la mutacién V600E en BRAF en plasma doble centrifugado. La
deteccion y cuantificacion de mutaciones oncogénicas, mediante el
sistema QX200 Droplet Digital PCR Bio-Rad.

- Recopilacién de datos clinicos

Una vez disponibles los resultados moleculares, se realizaran estudios de correlacion
entre los hallazgos moleculares en ctDNA y datos de OS, DFS y RFS de los pacientes,
realizando un seguimiento maximo de dos afios tras la cirugia y/o terapia quimioterapica
adyuvante, consultando la Historia Clinica Electronica en el sistema informatico

hospitalario Selene.

- Elaboracion de la base de datos a nivel analitico y clinico

Se elaborara una base de datos clinica con las principales variables clinicas en cancer
colorrectal, en concreto los datos de supervivencia total, supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia libre de recidiva de los pacientes. Todos los pacientes seran
incluidos en esta base de datos para su posterior correlacion con los hallazgos

moleculares.

10
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- Andlisis estadistico de los datos obtenidos vy elaboracién de informes

La positividad de ctDNA con mutaciones oncogénicas y el nimero de copias de alelos
mutados respecto al alelo wildtype (VAF), se correlacionaran con los datos de DFS, RFS

y OS en la serie clinica.

El andlisis de supervivencia se realizard mediante el método de Kaplan Meier, se
representaran graficamente los resultados en curvas de supervivencia y se compararan las
curvas de supervivencia de pacientes con niveles de ctDNA elevados y bajos mediante el
test Log Rank. Se realizara el estudio de regresion de riesgos proporcionales de Cox para
calcular el riesgo relativo o hazard ratio, con su correspondiente intervalo de confianza.
Los valores p se determinaran como estadisticamente significativos cuando el intervalo

de confianza al 95% del HR no incluya 1.

- Dificultades v limitaciones

La mayor dificultad a la que prevemos que tendremos que enfrentarnos durante el
desarrollo del estudio es la recogida de las muestras en los tiempos adecuados. En
especial, consideramos de especial importancia recoger las muestras postquirdrgicas no
mas de 8 semanas tras la cirugia, pues un analisis posterior del ctDNA podria no ser
representativo del momento en cuestion, segin se ha descrito previamente en la
bibliografia (4). Dado que se trata de un proyecto que involucra a varios servicios clinicos,
resulta un reto encontrar un acuerdo en el protocolo de recogida de muestras que resulte
a la par, comodo para el personal clinico colaborador y comodo para el paciente.
Consideramos una prioridad el principio de no maleficencia para con el paciente, por lo
que se ha disefiado el protocolo de manera que el paciente no deba desplazarse a un centro

hospitalario en mas ocasiones de las programadas habitualmente en su seguimiento.

Las limitaciones que encontramos en nuestro estudio es que, debido a limitaciones
puramente econdmicas y de acceso a la tecnologia necesaria, solo se realizara el estudio
de mutaciones concretas en los genes KRAS y BRAF, que ya se analizan de forma
rutinaria en nuestro hospital en pacientes con cancer colorrectal metastasico. En el futuro,
en funcién de los resultados obtenidos en este proyecto, se planteara la aplicacion de
tecnologias de secuenciacién masiva (NGS) para realizar el estudio de paneles multi-gen

en cada paciente a estudio, al inicio de su seguimiento (al diagnostico), en las muestras

11
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de biopsia de tejido de tumor primario o, en su defecto, en biopsia liquida. De esta manera,
se podrd identificar las mutaciones con mayor expresion en el tumor del paciente y
analizar el nimero de copias de estas en concreto durante su seguimiento y asi aumentar

la sensibilidad de la técnica.

Ademaés, debemos indicar que, como limitacion, se ha descrito en la bibliografia
consultada que una parte de los pacientes con cancer como el colorrectal no presentan
niveles de ctDNA detectables, por lo que en estos pacientes no sirve este biomarcador
como factor pronostico (4). Para ello, en futuros proyectos lo ideal seria, tras realizar el
estudio mediante secuenciacion masiva y, en su caso, comprobar que el paciente no
presenta ninguna mutacion oncogénica sobre-expresada en plasma, excluir estos

pacientes del estudio y asumirlo como una limitacion intrinseca de la técnica.

B PLAN DE TRABAJO

Dada la disponibilidad del material y las instalaciones necesarias para el desarrollo
del proyecto, consideramos que éste podria ser realizado en un plazo de cuatro afios, de

acuerdo al siguiente plan de trabajo:
MDLA: Maria Dolores Lopez Abellan
PCZ: Pablo Conesa Zamora

GLG: Ginés Luengo Gil

ERB: Edith Rodriguez Braun

SOM: Servicio de Oncologia Médica

SAP: Servicio de Anatomia Patoldgica

12
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- Organizacion por afios

Primer afo:

- Elaboracién del protocolo de recogida de muestras de pacientes con cancer de
colon estadio 11y 111, en colaboracion con el Servicio de Oncologia Médica y de
Anatomia Patoldgica (MDLA, PCZ, ERC, SAP).

- Presentacion del proyecto de investigacion al Comité de Etica del Hospital
General Universitario Santa Lucia (MDLA, PCZ).

- Recogida prospectiva de muestras de plasma y del consentimiento informado de
los pacientes incluidos en el estudio (MDLA, ERB, SAP, GLG).

- Procesamiento y congelacion de las muestras (SAP, GLG).

- Elaboracién de la base de datos clinica (MDLA).

Segundo afio:

- Andlisis molecular de las muestras de plasma (MDLA).
- Actualizaciéon del seguimiento clinico de los pacientes (registro de recidiva,

progresion y exitus) y completar la base de datos clinica (MDLA).

Tercer afio:

- Actualizaciéon del seguimiento clinico de los pacientes (registro de recidiva,

progresion y exitus) y completar la base de datos clinica (MDLA).

Cuarto afio:

- Andlisis estadistico de la correlacion de los resultados obtenidos en ctDNA con
parametros de supervivencia y progresion (OS, DFS, RFS) (MDLA, PCZ2).

- Comparacion de los resultados obtenidos en ctDNA y marcadores tumorales
(MDLA, PC2).

- Escritura'y comunicacién de resultados (MDLA, PCZ, GLG).

13
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- Cronograma de actividades

Muestra post-quirtrgica
4-8 semanas tras cirugia
curativa

1

I

\

1

! Fin de
Cirugia \ L

! seguimiento

|

I (e T e S e e

1
I 1
Diagnéstico \ Inicio del 1 Fin de e el
: tratamiento : tratamiento :
: coadyuvante ' coadyuvante 1
I | '
1 1 1
Muestra pre-quirargica Seguimiento del tratamiento Seguimiento post-tratamiento
Previo a cualquier Revision durante los 6 meses Revision cada 6 meses hasta 2
tratamiento de tratamiento afios de seguimiento

llustracion 1. Esquema de recogida de muestras y realizacion de seguimiento de pacientes con
cancer colorrectal estadio Il y 111 incluidos en el estudio sometidos a cirugia curativa. De estos
pacientes, algunos reciben quimioterapia coadyuvante tras la cirugia y otros solo son sometidos a

cirugia curativa.

ACTIVIDADES ANOS

. Elaboracion del protocolo de recogida de muestras

. Presentacion del proyecto al Comité de Etica

WIN |-

. Recogida de muestras

I

. Elaboracién de la base de datos clinica

. Analisis molecular de las muestras

. Seguimiento clinico de los pacientes

. Andlisis estadistico de los resultados

O|N|OO|O1

. Escritura y comunicacion de resultados

lustracion 2. Cronograma de actividades

B ASPECTOSETICOS

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC)
del Hospital General Universitario Santa Lucia con fecha del 15/01/2022. Con la

excepcion de aquellas situaciones de emergencia, no se permitirdn cambios o

14
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desviaciones del protocolo sin la aprobacion documentada. EI CEIC serd informado de
los posibles cambios y aprobaré por escrito cualquier cambio o desviacion que pueda
afectar adversamente los derechos del voluntario o la validez de la investigacion.

La realizacion de este estudio se ajustard a lo establecido en la legislacion espafiola (Ley
de Investigacion Biomédica 14/2007) y respetara en todo momento las normas de Buenas
Practicas Clinicas y la normativa y recomendaciones que figuran en la Declaracion de
Helsinki y que estan recogidas en la legislacion vigente sobre la practica de estudios con

pacientes y el tratamiento de muestras bioldgicas.

El material genético se almacenara, previo acuerdo de depdsito, en el nodo del Biobanco

en red de la Comunidad Auténoma de Murcia que corresponde al Hospital Santa Lucia.

Durante todo el transcurso del proyecto, se garantizara la confidencialidad de los datos,
de acuerdo a la Ley organica 15/1999 de proteccion de datos de caracter personal

incluyendo los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion de los datos.

Por supuesto, se solicitard el consentimiento a los pacientes para su inclusion en el
estudio, que incluira el consentimiento de la inclusion en el estudio y el de donacion de

muestra bioldgica (sangre).

Los investigadores se comprometen a la publicacion de los datos del estudio.

B APLICABILIDAD Y UTILIDAD DE RESULTADOS

Cada vez son mas las evidencias que demuestran que el estudio de las mutaciones en
el ctDNA tienen utilidad en el seguimiento del paciente oncologico, ya que aporta
informacidn sobre el riesgo de recaida y de resistencia tumoral al tratamiento evitando la

realizacion de una nueva biopsia.

En cuanto a la utilidad del ctDNA en cancer colorrectal, se ha demostrado que aporta
informacidn pronostica y predictiva relevante en diferentes fases de la progresion de la
enfermedad. En concreto, con el presente proyecto queremos evaluar el valor pronostico
de la deteccidn y cuantificacion de ctDNA postquirdrgico en nuestra propia cohorte de
pacientes con cancer colorrectal estadio 1l y Ill. De esta manera, estudiaremos el valor

del ctDNA para detectar la enfermedad minima residual, esto es, la deteccion de una

15
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elevacion del biomarcador sin evidencia clinica o radiologica de recurrencia tras las
terapias potencialmente curativas, y su utilidad para el estadiaje de los pacientes en

funcién el riesgo de sufrir una recaida o la muerte en la evolucion de su enfermedad.

B EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR

Pablo Conesa Zamora, investigador principal del equipo, es licenciado en Farmacia
por la Universidad Complutense de Madrid y es doctor en Bioquimica y Biologia
Molecular por la Universidad de Murcia desde 2007. Ademas, como parte de su
formacion, ha completado varios masters, entre los que se encuentra el Master en
Oncologia Molecular por el Centro Nacional de Investigacion Oncoldgicas (CNIO).
Actualmente desempefia labores asistenciales y de investigacién como facultativo

especialista en Analisis Clinicos en el Hospital General Universitario Santa Lucia.

Cuenta con 67 publicaciones cientificas, la mayoria de ellas como primer autor en revistas
Q1y Q2 de diversas areas, como Oncologia, Patologia y Farmacologia, con méas de 1000

citaciones.

Ha participado en proyectos de investigacion de alto presupuesto, entre los que se
encuentran el proyecto europeo taRgeted thErapy for adVanced colorEctal canceR
paTients (REVERT) Comision Europea Horizonte 2020, con un presupuesto de
5.887.273,75 € y el ensayo clinico Histological and clinical effects of imipramine in the
treatment of patients with fascinl-overexpressing tumors (ref: 1C120/00044), financiado
por el Instituto de Salud Carlos I11.

Ginés Luengo Gil es licenciado en Biologia por la Universidad de Murcia y doctor en
Hematologia y Oncologia Clinico-Experimental por la misma universidad desde 2016.
Ademas, realiz6 el Master en Biologia Molecular y Biotecnologia de esta universidad.
Cuenta con numerosas horas de docencia en el Grado de Medicina, el Master de
Bioinformatica y el Grado de Fisioterapia de la Universidad de Murcia y ha dirigido
varias tesis sobre Biologia Molecular y Hematologia. Actualmente desempefia el puesto
de investigador doctor en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital General
Universitario Santa Lucia y como profesor asociado de Bioquimica y Biologia Molecular

en la Universidad de Murcia.
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Ha publicado 48 articulos, la mayoria en revistas de alto impacto. Ha participado y
participa actualmente en diversos proyectos de investigacion, entre los que se encuentran
el estudio del RNA no codificante (ncRNA) como biomarcador de riesgo en la trombosis
asociada al cancer de colon metastasico, realizado en el Hospital General Universitario
Santa Lucia financiado por la Sociedad Espafiola de Trombosis y Hemostasia y el
proyecto REVERT.

B PRESUPUESTO

- Gastos de personal

No se contratara personal especifico para este proyecto. El personal participante esta
actualmente contratado por el Servicio Nacional de Salud.

- Gastos de ejecucion

Los gastos de ejecucion (adquisicion de bienes inventariables, material fungible y
contratacion de servicios) se obtendran del proyecto REVERT (taRgeted thErapy for
adVanced colorEctal canceR paTients), financiado con fondos europeos, en el que

participa el Grupo de Investigacion.

El calculo aproximado del coste por prueba mediante la técnica PCR digital segun la
metodologia descrita es de 15 euros. Puesto que a cada paciente se le determinara el status
mutacional para KRAS y BRAF en dos ocasiones, al diagnostico y 4-8 semanas post-
cirugia, y dado que la poblacidn a estudio estimada es de 54 pacientes, estimamos el coste
aproximado total del estudio en 1620 euros, en términos de gastos de ejecucion.
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4. Anexos

ANEXO 1. Documento de consentimiento informado

N°S.S.
1° APELLIDO:

Hospital General Universitario 2° APELLIDO:
Santa Lucia Sexo:

Servicio

Murciano

de Salud

ETIQUETA IDENTIFICATIVA
( | g N Ha.:
X

NOMBRE:

. . Edad:
SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA Dirzcci(’)n:

Teléfono:

cmehgndoe nacimiento:

AUTORIZACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA
ESTUDIOS GENETICOS Y DE INVESTIGACION

Y0, DD , como paciente o como representante de
D , en pleno uso de mis facultades, libre y voluntariamente
DECLARO QUE HE SIDO INFORMADO Y HE COMPRENDIDO ADECUADAMENTE la informacion que me ha
Sido facilitada POr 10S DIr./alES. .. ... e e e e ,
en virtud de los derechos que marca la LEY DE AUTONOMIA DEL PACIENTE, CONSIENTO en DONAR al
BANCO DE MUESTRAS DEL Hospital SANTA LUCIA, la MUESTRA BIOLOGICA (sangre) que voluntariamente
accedo a donar, o excedentes de las que me han sido extraidas o puedan serlo durante el manejo de mi
enfermedad, o las que se precisen para mi participacion en el Estudio de Investigacion CIRCOLA, y ello a los efecto
de que las mismas puedan ser utilizadas en ESTUDIOS GENETICOS Y DE INVESTIGACION BIOMEDICA dentro
de la linea de investigacion en la que trabajan los referidos Dres. Pablo Conesa Zamora y Edith Rodriguez Braun y
gue tiene por objeto la monitorizacién de mi enfermedad a través del estudio de ADN libre circulante en
sangre. He tenido la oportunidad de aclarar mis dudas al respecto de esta DONACION en entrevista personal con
el Dr/Dra. Estoy satisfecho/a con la informacién que se me ha
proporcionado y entiendo que este Consentimiento puede ser REVOCADO en cualquier momento y sin
necesidad de dar ninguna explicacion, y sin que eso pueda repercutir bajo ningin concepto en la asistencia
sanitaria que deba recibir. Se me entrega copia de este documento. Para que asi conste, firmo el presente

documento después de leido en Cartagena, ...... de .....c.coenee de 20.....
Firma del paciente Firma del representante legal Firma del doctor que informa
D.N.L: DN i, N° colegiado ..........cceuenees

Autorizo el uso de posibles excedentes de mis muestras una vez utilizadas y concluida la investigacion para que
puedan ser usados en otros proyectos y lineas de investigacion relacionados incluidos los realizados por terceros

investigadores: Sl [J NO

En el caso de que en el curso de las investigaciones que se realicen se descubran datos que puedan ser relevantes
para mi salud o la de mi familia

QUIERO SER INFORMADO [
NO QUIERO SER INFORMADO [

Si desea anular su consentimiento o si desea ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion, debera
solicitarlo por escrito al Dr/Dra
Servicio de Hospital General Universitario Santa Lucia. Calle Minarete, s/n,
30202 Cartagena. Teléfono: 968 12 86 00 ext. 951423

S6lo en caso de revocaciédn del consentimiento
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D D, conDNIL ... REVOCO el

consentimiento previamente otorgado para que mis muestras bioldgicas sean conservadas y destinadas a la

investigacion biomédica y deseo que las mismas sean destruidas / anonimizadas (tache lo que no sea correcto).
Firma

Cartagena,a....de ...................... De 20 .....

Informacioén al dorso ‘ 20/04/22

ANEXO I. HOJA DE INFORMACION AL DONANTE

ESTUDIO CIRCOLA: “ESTUDIO DNA CIRCULANTE EN PACIENTES CON CANCER
COLORRECTAL ESTADIO 11 Y Il EN TRATAMIENTO ADYUVANTE”.

En el Servicio de Anatomia Patoldgica centro Hospital General Universitario Santa
Lucia se esté realizando un estudio en el que se le invita a participar después de que
haya leido la informacidon que se le facilita en estas paginas, y haya consultado y
aclarado todas las dudas. Pregunte a su médico cualquier duda, y solicitele cualquier
aclaracion que considere necesaria, para que pueda decidir de forma libre y con la
informacion necesaria, si quiere o no participar en este estudio. Este estudio es
promovido por los propios investigadores del centro.

Cada vez son mas las evidencias que demuestran que el estudio de las mutaciones en
el ADN circulante tumoral (ctDNA) en una muestra de sangre tiene utilidad en el
seguimiento del paciente oncoldgico, ya que aporta informacion sobre el riesgo de
recaida y de resistencia tumoral al tratamiento evitando la realizacién de una nueva
biopsia.

El proyecto de estudio para el que solicitamos su participacion tiene como objetivo El
objetivo principal del estudio es evaluar el valor pronéstico de la determinacion de ctDNA
en diferentes momentos de la enfermedad del paciente para ayudar al manejo de
pacientes con cancer colorrectal estadio Il y Il que reciben tratamiento adyuvante.

La participaciéon en este estudio implica la donacién de dos tubos de sangre, para lo
que se le solicita autorizacion en un documento adicional de consentimiento. El material
biol6gico obtenido a partir de ella se conservara en el Laboratorio del S° de Anatomia
Patolégica del Hospital Universitario Santa Lucia (Cartagena). No se prevé gue tenga
usted complicaciones asociadas a este procedimiento, mas alla de aquellas derivadas
de la toma de la muestra que le sera realizada. Los datos que se recogeran asociados
a su historia clinica seran exclusivamente los relativos a enfermedades infecciosas y
con el fin de prevenir posibles contagios del personal que trabajara con sus células. El
tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de carécter personal de todos los
sujetos participantes, se rige por lo dispuesto en el Reglamento General de Proteccion
de Datos (UE) 2016/679, de 27 de abril de 2016, del Parlamento Europeo y del Consejo;
la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y
garantia de los derechos digitales y la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de
informacion y documentacion clinica. EI Promotor del presente estudio es el Servicio
Murciano de Salud. Tanto el Centro como el Promotor son responsables
respectivamente del tratamiento de sus datos y se comprometen a cumplir con la
normativa de proteccion de datos en vigor. Los datos recogidos para el estudio estaran
identificados mediante un cédigo, de manera que no se incluya informacién que pueda
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identificarle, y solo el investigador principal del estudio y colaboradores podran
relacionar dichos datos con usted. Por tanto, su identidad no sera revelada a ninguna
otra persona salvo a las autoridades sanitarias o judiciales cuando asi lo requieran, o en
caso de urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacion, los representantes
de la Autoridad Sanitaria en materia de inspeccion y el personal autorizado por el
Promotor, Gnicamente podran acceder para comprobar los procedimientos del estudio y
el cumplimiento de las normas de buena practica clinica y ello, quedando siempre los
mismos obligados al mantenimiento de la confidencialidad de la informacion. El acceso
a su historia clinica seré solo a efectos de cumplir con los fines del estudio.

Sdélo se remitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio, que en
ningun caso contendran informacién que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccion, etc. Si realizdramos transferencia de sus datos
codificados fuera de la UE a las entidades de nuestro grupo, a prestadores de servicios
0 a investigadores cientificos que colaboren con nosotros, los datos de los participantes
quedaran protegidos con salvaguardas tales como contratos u otros mecanismos por
las autoridades de proteccion de datos.

Si desea mas informacion al respecto puede contactar con el Delegado de Proteccion
de Datos (IMIB-Arrixaca/FFIS, Pabellon Docente del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca - 32 Planta C/ Campo 12, 30120 - El Palmar — Murcia Telf: 968-
359767, Apartado de correos: 77 - Murcia)

Usted, ademas de ejercer los derechos de acceso, rectificacién, oposicién y
cancelacion, también puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar
una copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad) los datos que usted ha facilitado
para el estudio. Para ejercitar estos derechos, dirijase al investigador principal del
estudio (o al delegado/a de Proteccion de Datos de Servicio Murciano de Salud (dpd-
sms@carm.es) o al Delegado de Proteccién de Datos del Promotor). Le recordamos
gue los datos no se pueden eliminar, aunque deje de participar en el estudio para
garantizar la validez de la investigacion y cumplir con los deberes legales. Asi mismo,
tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccion de Datos si no quedara satisfecho.
El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos para el
estudio al menos hasta 25 afios tras su finalizacion. Posteriormente, su informacion
personal solo se conservara por el centro para el cuidado de su salud y por el promotor
para otros fines de investigacion cientifica si usted hubiera otorgado su consentimiento
para ello y asi lo permite la ley y requisitos éticos aplicables.

La informacion obtenida en el estudio que pueda ser relevante para su salud de forma
individual, podra serle comunicada si usted lo desea. También sus familiares podran ser
informados si la informacién obtenida fuera relevante para ellos y si usted lo considera
conveniente. Asi mismo, y también si lo desea, una vez finalizado el estudio puede
recibir informacién global sobre sus resultados. En ningln caso se comunicaran datos
a terceros sin su consentimiento.

Su participacion en este proyecto de investigacion es voluntaria y tiene usted
derecho a revocar su consentimiento en el momento que lo desee, sin dar
explicaciones. No se contempla la remuneracién por su participacién en este estudio
dado que no son esperables beneficios econémicos del mismo.

Mediante la firma de este consentimiento, accede voluntariamente a participar en este
proyecto de investigacion y reconoce que sus dudas sobre el mismo han podido ser
convenientemente explicadas por el responsable del proyecto (Dr. Pablo Conesa
Zamoral). Si lo necesita, también puede contactar con los investigadores en el Hospital
Santa Lucia de Cartagena (teléfono 968 12 86 00, ext. 951615).
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Riesgos tipicos de la donacion de muestras para investigacion: La donacion de
estas muestras es totalmente altruista y no supone ningan riesgo especial afiadido para
su salud, ni entrafia ninguna consecuencia relevante o de importancia adicional.

Riesgos personalizados: No existe la posibilidad de que concurran circunstancias
individuales que puedan incrementar el riesgo para la persona que otorga este
consentimiento.

Contraindicaciones: No existe ninguna contraindicacion para la conservacion de
muestras bioldgicas.

Alternativas al procedimiento: En el caso de que no de su conformidad para la
inclusion de la muestra el banco de tejidos, o para la conservacion de otras muestras
biolégicas, el material sera destruido y eliminado.

NOTA IMPORTANTE: Dentro del proyecto de investigacion, si el investigador que le
atiende lo considera indicado, podria ser necesario obtener nuevas muestras. En estos
casos se le informara de la nueva donacién, pero no se le presentara un nuevo
documento de peticion de autorizacién para la inclusion de las nuevas muestras
biol6gicas para estudios genéticos y de investigacion. No obstante, usted puede revocar
en cualquier momento el consentimiento que ahora
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