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DESCRIPCION
Procedimientos para determinar si un paciente lograra una respuesta después de la radioterapia
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a procedimientos para determinar si un paciente lograra una respuesta después de
la radioterapia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La radioterapia es uno de los tratamientos terapéuticos y paliativos contra el cancer mas comunes. Su principal
limitacion se debe a la resistencia intrinseca a la radiacion del tumor, lo que limita su eficacia (1). Debido a la mejora
de las imagenes de tumores y las investigaciones fisicas médicas, se han desarrollado nuevos dispositivos de
radioterapia estereotaxica con una mejor orientacion de la radiacion hacia el tumor. Esos aceleradores estereotaxicos
estan cambiando los planes de irradiacion al aumentar la dosis dentro de un numero limitado de fracciones (1). Si
demostraron una gran eficacia en oligometastasis y tumores sélidos pequeios, estos protocolos de radioterapia
hipofraccionada deben validarse para la mayoria del tipo de tumor en funcién de su localizacién y de su resistencia a
la radiacion.

Actualmente, la forma mas comun de validar la eficacia de la radioterapia se obtiene a través de la visualizacién del
control del volumen tumoral o la regresién por tomografia computarizada o por otras técnicas de imagen no invasivas.
Desafortunadamente, la respuesta del volumen tumoral se puede estimar meses después del final de la radioterapia,
retrasando cualquier tratamiento alternativo. Descubrir marcadores bioldgicos que permitan la discriminacion entre
pacientes que responden y pacientes que son resistentes al tratamiento con radiacidon representa un problema
importante para mejorar el tratamiento antitumoral.

Los biomarcadores se pueden clasificar en tres categorias: émicas de biopsias tumorales, imagenes fenotipicas y
factores secretores (2). Los marcadores tumorales por omics se obtienen esencialmente por genémica y ensayos
protedmicos. Si tienen la ventaja de buscar marcadores en una gran variedad de eventos moleculares, la necesidad
de biopsias tumorales limita sus estudios a la localizacién especifica del tumor y al nUmero de muestras. Por lo general,
esos estudios se dedican a estudios de prondstico que califican y evalian el tratamiento. Las imagenes fenotipicas
permiten evaluar algunos cambios fisioldgicos en el tumor, como la hipoxia, el indice de proliferacién celular, la necrosis
o la infiltracion de células inmunes (3). Las imagenes fenotipicas tienen la ventaja de ser no invasivas. Sin embargo,
la heterogeneidad de la respuesta tumoral y la cuantificaciéon constante de los biomarcadores moleculares siguen bajo
investigacion. Finalmente, los factores secretores provenientes de muestras de sangre, saliva y orina tienen la ventaja
de ser facilmente obtenibles de cualquier paciente y pueden proporcionarse antes y durante todo el tratamiento (4).
Esos factores secretores pueden incluir citocinas proinflamatorias, péptidos LDL o células tumorales circulantes. Si
algunos de ellos han sido investigados, ninguno de ellos ha sido validado como biomarcador de la eficacia de la
radioterapia.

La ceramida esfingolipida también representa un biomarcador secretado potencial e interesante. De hecho, la
ceramida es un factor proapoptético, que se genera rapidamente en la capa externa de la membrana celular a través
de la hidrdlisis de la esfingomielina por esfingomielinasa acida o neutra (respectivamente ASM y NSM), pero también
en el reticulo a través de una via de sintesis de novo dependiente de la ceramida sintasa (5). Varios estudios
demuestran la participacion de la ceramida en la radiosensibilidad celular y tumoral. El tratamiento con ceramida
exogena mejora la muerte celular y la regresion tumoral inducidas por radiacion LNCaP (6). Del mismo modo, el
aumento de la ceramida enddgena a través de DL-PDMP y D-MAPP, respectivamente un inhibidor de la glucosil-
ceramida sintasa y un inhibidor de la ceramidasa, aumenta la radiosensibilidad de Jurkat (7). Ademas de su
participacion en la muerte de las células tumorales, se han observado ceramidas en la apoptosis de células
endoteliales en respuesta a la radioterapia de alta dosis que estd modulando la regresién tumoral. De hecho, las
células tumorales de fibrosarcoma o melanoma trasplantadas en ratones, luego irradiadas, indujeron rapidamente una
apoptosis masiva de células endoteliales a través de la activacion de ASM y la generacion de ceramida que participan
en la regresion tumoral (8). La invalidacion de ASM bloquea la apoptosis de las células endoteliales y la regresion
tumoral inducida por radioterapia de alta dosis.

Ademas de su forma intracelular, las ceramidas secretadas en el medio extracelular también juegan un papel bioldgico
importante en los procesos fisioldgicos y patofisioldgicos. Se han observado altos niveles de ceramidas en plasma y
suero de pacientes con varias fisiopatologias, incluido enfisema pulmonar (9), Wilson disease (10) and multiple organ
failure (11). Los niveles de ceramida en plasma aumentan durante la infusion de lipidos en humanos y ratas, y en
ratones obesos resistentes a la insulina (12) que puede correlacionarse con la sensibilidad a la insulina, la inflamacion
y el riesgo aterosclerético. Curiosamente, la ceramida y su enzima ASM también se han cuantificado en suero de 11
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pacientes con tumores macroscopicos de diferentes origenes después de la radioterapia de rejilla fraccionada espacial
(SFGRT) que incluye una primera irradiacion a 15 Gy seguida de 30 fracciones de 2 Gy (13). Tres dias después del
tratamiento, se cuantific6 un aumento de ceramidas secretadas en el suero de 5 de los 7 pacientes que respondieron
a este protocolo especifico de radioterapia. Sin embargo, la poca cantidad de pacientes y el origen diverso de los
tumores diluyeron la fuerza de sus resultados y no permiten establecer evidencia estadistica sélida sobre la correlaciéon
de la eficacia de la ceramida y la radioterapia.

Ogretmen y col: Nature, Reviews, 1 de agosto de 2004 describe que la ceramida induce respuestas antiproliferativas
y apoptéticas en células cancerosas, y que la radioterapia provoca la formacién de ceramidas que se acumulan en las
células.

La Patente de los Estados Unidos US6.274.309 describe un procedimiento para evaluar la sensibilidad celular a la
apoptosis relacionada con la esfingomielinasa en el transcurso de una exposicion a estimulo de estrés por radiacion.
Mas especificamente, US6.274.309describe un procedimiento que se basa en la comparacién de los niveles de
esfingomielina y ceramida dentro de las células.

Ogretmen y col: Drug Resistance Updates, 1 de diciembre de 2001 describe que los agentes anticancerigenos causan
elevacion de los niveles de ceramida endégena, acompanados de muerte celular apoptética en células cancerosas
humanas.

RESUMEN DE LA INVENCION:

La presente invencién se refiere a procedimientos para determinar si un paciente lograra una respuesta después de
la radioterapia. En particular, la presente invencion se define por las reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION:

El descubrimiento de marcadores biol4gicos de regresion tumoral inducida por radiacién ionizante permitira una mejor
discriminacion entre los pacientes que responden y los que son resistentes a la radioterapia. En esta presente
invencién, los inventores estudiaron la capacidad de las ceramidas plasmaticas, un esfingolipido bioactivo
proapoptético conocido, para correlacionarse con el control del tumor en un estudio clinico de fase |l que combina
radioterapia hipofraccionada e irinotecan en metastasis hepaticas y pulmonares. Las metastasis hepaticas y
pulmonares fueron tratadas de hecho con 4 veces 10 Gy en los dias 1, 3, 7 y 10 combinados a 40 mg/m? de irrinitocan
en los dias 1y 7. El plasma de los pacientes se recogié antes del primer tratamiento y después del segundo y cuarto
tratamientos. Después de la extraccion de lipidos, las ceramidas se cuantificaron por LC-MS/MS y se correlacionaron
con la respuesta tumoral inducida por radiacion. Primero, se midié la concentracién de ceramida plasmatica antes de
la irradiacion y no se encontré que estuviera relacionada con la respuesta potencial a la radioterapia. Luego, el valor
de las concentraciones de ceramida se midié en el dia 3 o 10 contra la linea base no irradiada. Las concentraciones
de ceramida en pacientes que respondieron a la radioterapia aumentaron significativamente en comparacion con los
pacientes que no respondieron. Finalmente, se estim6 la evaluacion de las diferentes subclases de ceramidas (en
funcién del numero de carbonos de las cadenas de acidos grasos) y se demostré que las 4 subespecies principales
de ceramidas (C16, C22, C24 y C24:1) también aumentaron en respondedores en comparaciéon con los no
respondedores. En este presente estudio, los inventores demuestran que la elevacion de las ceramidas secretadas
en el plasma esta correlacionada con la eficacia del tratamiento hipofraccionado.

Por consiguiente, un primer objetivo de la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar si un
paciente que padece un cancer lograra una respuesta después de radioterapia que comprende las etapas de i)
determinar el nivel de ceramida en una primera muestra de sangre obtenida del paciente antes de la radioterapia, i)
determinar el nivel de ceramida en una segunda muestra de sangre obtenida del paciente durante o inmediatamente
después de la radioterapia, iii) comparar el nivel determinado en la etapa i) con el nivel determinado en la etapa ii), y
iv) concluir que el paciente alcanzara una respuesta cuando el nivel determinado en la etapa ii) sea mas alto que el
determinado en la etapa i) o concluir que el paciente no alcanzara una respuesta cuando el nivel determinado en la
etapa ii) sea inferior al nivel determinado en la etapa i).

Los canceres a tratar incluyen tumores primarios y tumores metastasicos. Los ejemplos de canceres que pueden
tratarse incluyen, entre otros, células cancerosas de la vejiga, sangre, hueso, médula 6sea, cerebro, mamas, colon,
eso6fago, gastrointestinal, encia, cabeza, rifidn, higado, pulmon, nasofaringe, cuello, ovario, prostata, piel, estémago,
testiculos, lengua o Utero. Ademas, el cancer puede ser especificamente del siguiente tipo histoldgico, aunque no se
limita a estos: neoplasia, maligna; carcinoma; carcinoma indiferenciado; carcinoma de células gigantes y fusiformes;
carcinoma de células pequefias; carcinoma papilar; carcinoma de células escamosas; carcinoma linfoepitelial;
carcinoma de células basales; carcinoma de pilomatriz; carcinoma de células de transicion; carcinoma papilar de
células de transicion; adenocarcinoma; gastrinoma, maligno; colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular; carcinoma
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hepatocelular y colangiocarcinoma combinados; adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide quistico;
adenocarcinoma en pélipo adenomatoso; adenocarcinoma, poliposis coli familiar; carcinoma sélido; tumor carcinoide,
maligno; adenocarcinoma branquiolo-alveolar; adenocarcinoma papilar; carcinoma croméfobo; carcinoma aciddfilo;
adenocarcinoma oxifilico; carcinoma basdéfilo; adenocarcinoma de células claras; carcinoma de células granulares;
adenocarcinoma folicular; adenocarcinoma papilar y folicular; carcinoma esclerosante no encapsulante; carcinoma
cortical adrenal; carcinoma endometroide; carcinoma de apéndice de la piel; adenocarcinoma apocrino;
adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma ceruminoso; carcinoma mucoepidermoide; cistadenocarcinoma;
cistadenocarcinoma papilar; cistadenocarcinoma seroso papilar; cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma
mucinoso; carcinoma de células en anillo de sello; carcinoma de conducto infiltrante; carcinoma medular; carcinoma
lobular; carcinoma inflamatorio; enfermedad de Paget, mamaria; carcinoma de células acinares; carcinoma
adenoescamoso; adenocarcinoma con metaplasia escamosa; timoma, maligno; tumor del estroma ovarico, maligno;
tecoma, maligno; tumor de células granulosas, maligno; y roblastoma, maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor
de células de Leydig, maligno; tumor de células lipidicas, maligno; paraganglioma maligno; paraganglioma
extramamario, maligno; feocromocitoma; glomangiosarcoma; melanoma maligno; melanoma amelanético; melanoma
de extension superficial; melanoma maligno en nevo gigante pigmentado; melanoma de células epitelioides; nevo azul,
maligno; sarcoma; fibrosarcoma; histiocitoma fibroso, maligno; mixosarcoma; liposarcoma; leiomiosarcoma;
rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma del estroma; tumor mixto,
maligno; tumor mixto mulleriano; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma; mesenquimoma, maligno; tumor
de Brenner, maligno; tumor filodes, maligno; sarcoma sinovial; mesotelioma, maligno; disgerminoma; carcinoma
embrionario; teratoma, maligno; struma ovarii, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma, maligno; hemangiosarcoma;
hemangioendotelioma, maligno; sarcoma de Kaposi; hemangiopericitoma, maligno; linfangiosarcoma; osteosarcoma;
osteosarcoma yuxtacortical; condrosarcoma; condroblastoma, maligno; condrosarcoma mesenquimatoso; tumor de
células gigantes Oseas; sarcoma de Ewing; tumor odontogénico, maligno; odontosarcoma ameloblastico;
ameloblastoma, maligno; fibrosarcoma ameloblastico; pinealoma, maligno; cordoma; glioma, maligno; ependimoma;
astrocitoma; astrocitoma protoplasmatico; astrocitoma fibrilar; astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma;
oligodendroblastoma; neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebeloso; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma;
retinoblastoma; tumor neurogénico olfativo; meningioma, maligno; neurofibrosarcoma; neurilemmoma, maligno; tumor
de células granulares, maligno; linfoma maligno; enfermedad de Hodgkin; linfoma de Hodgkin; paragranuloma; linfoma
maligno, linfocitico pequefio; linfoma maligno, de células grandes, difuso; linfoma maligno, folicular; micosis fungoide;
otros linfomas no Hodgkin especificados; histiocitosis maligna; mieloma multiple; sarcoma de mastocitos; enfermedad
inmunoproliferativa del intestino delgado; leucemia; leucemia linfoide; leucemia de células plasmaticas; eritroleucemia
leucemia de células de linfosarcoma; leucemia mieloide; leucemia basofila; leucemia eosinofilica; leucemia monocitica;
leucemia de mastocitos; leucemia megacarioblastica; sarcoma mieloide y tricoleucemia.

El término "radioterapia™ tiene su significado general en la técnica y se refiere al tratamiento del cancer con radiacion
ionizante. La radiacion ionizante deposita energia que dafia o destruye las células en el area a tratar (el tejido diana)
al dafar su material genético, haciendo imposible que estas células continien creciendo. Un tipo de radioterapia
comunmente utilizada involucra fotones, por ejemplo, rayos X. Dependiendo de la cantidad de energia que poseen,
los rayos se pueden usar para destruir las células cancerosas en la superficie 0 mas profundamente en el cuerpo.
Cuanto mayor es la energia del haz de rayos X, mas profundos pueden llegar los rayos X al tejido diana. Los
aceleradores lineales y los betatrones producen rayos X de energia cada vez mayor. El uso de maquinas para enfocar
la radiacién (como los rayos X) en un sitio de cancer se llama radioterapia de haz externo. Los rayos gamma son otra
forma de fotones utilizados en radioterapia. Los rayos gamma se producen espontaneamente a medida que ciertos
elementos (como el radio, el uranio y el cobalto 60) liberan radiacién a medida que se descomponen o se desintegran.
En algunas realizaciones, la radioterapia es una radioterapia externa. Los ejemplos de radioterapia externa incluyen,
entre otros, radioterapia de haz externo convencional; radioterapia conformada tridimensional (3D-CRT), que
proporciona haces conformados para ajustarse estrechamente a la forma de un tumor desde diferentes direcciones;
radioterapia de intensidad modulada (IMRT), por ejemplo, tomoterapia helicoidal, que da forma a los haces de
radiacion para que se ajusten estrechamente a la forma de un tumor y también altera la dosis de radiacion segun la
forma del tumor; radioterapia conformada por haz de protones; radioterapia guiada por imagen (IGRT), que combina
tecnologias de exploracion y radiacion para proporcionar imagenes en tiempo real de un tumor para guiar el tratamiento
por radiacion; radioterapia intraoperatoria (IORT), que administra radiacion directamente a un tumor durante la cirugia;
radiocirugia estereotactica, que administra una dosis de radiacion grande y precisa a un area tumoral pequefa en una
Unica sesion; radioterapia hiperfraccionada, por ejemplo, radioterapia acelerada hiperfraccionada continua (CHART),
en la que se administra mas de un tratamiento (fraccién) de radioterapia a un sujeto por dia y radioterapia
hipofraccionada, en la que se administran dosis mas grandes de radioterapia por fraccion pero menos fracciones.

En algunas realizaciones, el procedimiento de la presente invencion es particularmente adecuado en el contexto de
una radioterapia hipofraccionada. Como se usa en este documento, el término "radioterapia hipofraccionada" tiene
su significado general en la técnica y se refiere a la radioterapia en la que la dosis total de radiacion se divide en
grandes dosis y los tratamientos se administran menos de una vez al dia.
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Tipicamente, un curso de tratamiento comprende 1, 2, 3, 4 o 5 regimenes de radiaciones ionizantes. En algunas
realizaciones, el régimen de radiaciones ionizantes se combina con la administracion de al menos un agente
quimioterapéutico. El agente quimioterapéutico incluye aquellos compuestos con actividad anticancerigena, por
ejemplo, compuestos que inducen apoptosis, compuestos que reducen el tiempo de vida o compuestos que hacen
que las células sean sensibles al estrés e incluyen, entre otros, aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, asparaginasa,
BEG, bicalutamida, bleomicina, buserelina, busulfan, campotecina, capecitabina, carboplatin, carmustine, clorambucil,
cisplatin, cladribina, clodronato, colcicina, ciclofosfamida, ciproterona, citarabina, dacarbazina, dactinomicin,
daunorubicin, dienestrol, dietilstilbestrol, docetaxel, doxorubicin, epirubicin, estradiol, estramustina, etoposida,
exemestrane, filgastrim, fludarabine, fludrocortisona, fluorouracil, fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, genisteina,
goserelina, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, imatinib, interferén, irinotecan, ironotecan, letrozol, leucovorina,
leuprolida, levamisol, lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna,
metotrexato, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, nilutamida, nocodazol, octreotida, oxaliplatin, paclitaxel, pamidronato,
pentostatina, plicamicina, porfimero, procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina, suramina, tamoxifeno,
temozolomida, tenipésido, testosterona, tioguanina, tiotepa, titanoceno dicloruro, topotecan, trastuzumab, tretinoina,
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina.

En algunas realizaciones, el protocolo de radioterapia se realiza en el paciente como se describe en la Figura 1.
Brevemente, 4 sesiones de 10 Gy (dosis total: 40 Gy) se extendieron durante 2 semanas en los dias 1, 3, 8 y 10
usando un dispositivo acelerador estereotaxico Novalis. Una dosis de 40 mg/m? irinotecan (Pfizer) en 250 mL de
solucién salina fisioldgica o glucosa isoténica se inyectd por via intravenosa 30 a 90 minutos antes de la primera y
tercera sesion de radioterapia. En esta realizacién, la segunda muestra de sangre se obtiene el dia 3.

Por "muestra de sangre" se entiende un volumen de sangre entera o fraccion de la misma, por ejemplo, suero,
plasma, etc.

Como se usa aqui, el término "ceramida" tiene su significado general en la técnica y se refiere a cualquier N -
acilsfingosina. Las ceramidas incluyen esfingolipidos en los que la esfingosina se acila con un derivado de acil-CoA
de acido graso para formar una N -acilsfingosina. Tipicamente, la cadena de carbono esta saturada o insaturada.
Ademas, la cadena de carbono comprende 16, 18, 20, 22 o 24 carbonos. En algunas realizaciones, la cadena de
carbono es una cadena de carbono C16, C16:1, C18, C18:1, C20, C20:1, C22, C22:1, C24 0 C24:1.

Los procedimientos para determinar el nivel de ceramidas en muestras bioldgicas son conocidos en la técnica, por
ejemplo, segun se muestra en Kasumov y col. (2010. Anal. Biochem. 401(1):154-161) o Hu y col. (2009. J Lipid Res.
50, 1852-1862). Tipicamente, los analisis cuantitativos de ceramidas se realizan mediante Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion acoplada a un espectrometro de masas. Los inmunoensayos también son posibles y generalmente
implican poner en contacto la muestra de sangre con un anticuerpo a ceramida, en condiciones efectivas para permitir
la formacién de inmunocomplejos. A este respecto, el experto en la técnica podra evaluar el nivel de ceramidas en la
muestra de sangre.

En algunas realizaciones, se determina el nivel de ceramidas totales. En algunas realizaciones, se determina el nivel
de al menos una subespecie de ceramida. En algunas realizaciones, la subespecie se selecciona del grupo compuesto
por ceramidas C16, C16:1, C18, C18:1, C20, C20:1, C22, C22:1, C24 0 C24:1. En algunas realizaciones, se determina
el nivel de ceramidas C24.

El procedimiento de la presente invencion es particularmente adecuado para discriminar respondedores de no
respondedores. Como se usa en el presente documento, el término "respondedor” en el contexto de la presente
divulgacion se refiere a un paciente que lograra una respuesta, es decir, un paciente en quien el cancer es erradicado,
reducido o mejorado. Segun la invencion, los respondedores tienen una respuesta objetiva y, por lo tanto, el término
no abarca a los pacientes que tienen un cancer estabilizado de modo que la enfermedad no progresa después de la
radioterapia. Un paciente no respondedor o resistente incluye pacientes en quienes el cancer no muestra reduccién o
mejoria después de la radioterapia. Segun la invencion, el término "no respondedor” también incluye pacientes que
tienen un cancer estabilizado. Tipicamente, la caracterizacion del paciente como respondedor o no respondedor se
puede realizar por referencia a un conjunto estandar o de entrenamiento. El estandar puede ser el perfil de un paciente
que se sabe que responde o no responde o, alternativamente, puede ser un valor numérico. Dichos estandares
predeterminados se pueden presentar en cualquier forma adecuada, como una lista o diagrama impreso, un programa
de software de ordenador u otros medios. Cuando se concluye que el paciente es un no respondedor, el médico podria
tomar la decision de suspender el protocolo de radioterapia para evitar otros efectos secundarios adversos.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las figuras y ejemplos siguientes. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

FIGURAS
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Figura 1. Plan de tratamiento del protocolo clinico de la fase Il que combina SBRT con irinotecan. Se aplicaron
irradiaciones (10 Gy) en D1, D3, D7 y D10. Se administro irinotecan (40 mg/m?) en D1 y D7. Se recogieron muestras
de sangre antes del tratamiento (D0O) y después de la segunda y cuarta irradiacién (D3 y D10).

Figura 2. La variacion de Cer total durante el tratamiento se correlaciona con la respuesta tumoral. A: Relacion
de concentracion de Cer en D3 y D10 vs DO en respondedor completo (CR), respondedor parcial (PR), estabilizacion
tumoral (S) y grupos de progresion (P). B: Relacién de la concentracion de Cer en D3 y D10 vs DO en el grupo de
respuesta tumoral (CR, PR y S) en comparacion con el grupo de progresion tumoral (P). C: Relacién de la
concentracion de Cer en D3 y D10 vs DO en el grupo de reduccién del tumor (CR, PR) en comparacién con el grupo
donde los tumores no retrocedieron (S, P). Las mediciones se realizaron por triplicado (Nimero de pacientes entre
paréntesis, media + SEM, ns = P > 0,05, * = P < 0,05).

Figura 3. La evolucion de las principales subespecies de Cer durante el tratamiento se correlaciona con la
respuesta tumoral. Relacion de C16:0 (A), C22:0 (B), C24:0 (C) y C24:1 Cer (D) concentraciones en D3y D10 vs DO
en el grupo de respuesta objetiva (CR, PR) en comparacion con el grupo resistente (S, P). Las mediciones se realizaron
por triplicado (Numero de pacientes entre paréntesis, media + SEM, ns = P > 0,05, * = P < 0,05).

Figura 4. El nivel de Cer basal no se correlaciona con el resultado de la radioterapia. Cer de plasma basal se
midié en pacientes respondedores y resistentes y la poblacién sana se realizé por triplicado (media + SEM, ns = P >
0,05, * =P < 0,05).

Figura 5. La clasificacion de la variacion de Cer agrupa a los pacientes segun su respuesta tumoral. CER
aumenta y disminuye en D3 y D10, respectivamente, se representan en rojo y verde, donde la mediana igual a 0 esta
en negro. La posicién de cada paciente en la jerarquia se presenta después del analisis de la agrupacion 3.0 y la
visualizacion de la vista de arbol segun la respuesta del tumor al tratamiento (CR, PR, S, P).

Figura 6. La modulacién de Cer durante el tratamiento discrimina el control del tumor en funcién del tiempo.
Las curvas de Kaplan-Meier para pacientes sin empeoramiento del volumen tumoral en funcion del tiempo se muestran
para pacientes con un aumento o disminucion de Cer en D3 (A) y D10 (B). El nimero de pacientes esta entre
paréntesis. P < 0,05 entre grupos Cer aumenta y Cer disminuye para ambas figuras.

EJEMPLO

Material y Procedimientos

Criterios de seleccion de pacientes y seguimiento

Un estudio clinico multicéntrico de fase Il con SBRT e irinotecan concomitante para adenocarcinoma colorrectal y
metastasis hepaticas y pulmonares recidivantes de fluorouracilo (5-FU) con o sin eloxatina o irinotecan, fue realizado
de 2008 a 2013 entre 3 centros de oncologia franceses (Nantes, Lyon y Lille). Se seleccionaron pacientes (edad media:
64 afios; intervalo: 32-80 afios), con una esperanza de vida de mas de 6 meses y con metastasis hepaticas y/o
pulmonares inoperables o recurrentes después de la cirugia. Las metastasis deben ser medibles con el diametro mas
grande por debajo o igual a 6 cm. La suma del diametro maximo de metastasis multiples debe ser inferior o igual a 6
cm. El volumen diana clinico (CTV) debe ubicarse mas de 12 mm lateralmente o 15 mm en la direccién craneo-caudal
del estdbmago, el intestino delgado, el es6fago, la traquea y las arterias pulmonares.

Los pacientes deben tener un grupo adecuado de células hematoldgicas (mas de 1,5x10° glébulos blancos, 10"
plaquetas y 90 g/L de hemoglobina) y funciones hepaticas y renales adecuadas (bilirrubina sérica inferior a 1,5 veces
y transaminasa y fosfatasa alcalina menos de 5 veces por encima del limite superior de lo normal). Los criterios de
exclusion se definieron como un indice de desempeiio segun la escala de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
mayor a 2, irradiacion toraco-abdominal previa, una contraindicacion para irinotecan previa (dentro de los 5 afios) o
tratamiento concomitante de un cancer invasivo, enfermedad metastasica difusa, o mas de 3 metastasis. Todos los
comités de ética institucional aprobaron el protocolo y se obtuvieron consentimientos informados firmados de todos
los pacientes.

Tratamiento y recogida de plasma.
El protocolo de tratamiento completo se describe en la Figura 1. Brevemente, se distribuyeron 4 fracciones de 10 Gy
en los dias (D) 1, 3, 8 y 10 utilizando dispositivos aceleradores estereotacticos Novalis (Brain Lab, Feldkirchen, D) o

Cyberknife (Accuray, Sunnyvaley, CA). Cualquiera que sea el tipo de acelerador, el 99 % de CTV estaba comprendido
por el 75-95 % de isodosis correspondiente a una dosis de 42 a 53 Gy en el centro. 40 mg/m 2 irinotecan (Pfizer, Nueva
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York, NY) se inyectd por via intravenosa 30 a 90 minutos antes de la primera y tercera sesiones de radioterapia.
Debido a la ausencia de toxicidad, los 35 pacientes recibieron el tratamiento completo. Se recogieron 20 ml de sangre
en tubos con citrato antes de la primera (DO) y después de la segunda (D3) y la cuarta (D10) irradiaciones, luego se
almacenaron a 4°C durante 30 minutos. Las muestras de sangre se centrifugaron a 1000 g durante 5 minutos a 4°C
para recuperar el plasma. Las alicuotas de plasma se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis. Se recolectd
sangre completa de donantes sanos de mas de 45 afios en el instituto de sangre francés (EFS, Nantes, F), para
recuperar el plasma utilizando el mismo protocolo que se describié anteriormente.

Criterios de respuesta

La respuesta tumoral al protocolo se evalué utilizando RECIST 1.1 (Criterios de Evaluacion de Respuesta en Tumores
Sdlidos) en la tomodensitometria toracica o hepatica (TDM) (Eisenhauer y col., 2009. Eur J Cancer. 45(2):228-47). La
primera evaluacién se realizé 6-8 semanas después del final del tratamiento, luego a los 3, 6 y 12 meses. Una
respuesta completa (CR) se defini6 por la desaparicion completa de todas las lesiones. Una respuesta parcial (PR) y
una progresion (P) se caracterizaron respectivamente por una reduccion mayor del 30 % y un aumento mayor del 20 %
de los diametros mas grandes de cada lesion. La estabilidad (S) se declaré cuando la reduccién o progresion tumoral
fue, respectivamente, insuficiente para definir una PR o una P.

Analisis de Cer
Material

Estandares ultrapuros de subespecies de Cer (C14:0, C16:0, C18:0, C18:1, C20:0, C24:0 y C24:1) y Cer no natural
C17:0 utilizados como estandar interno (IS) fueron comprados de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Se adquirieron
metanol de grado UPLC y solventes organicos de grado analitico de Fisher Scientific (Pittsburgh, PA).

Extraccion

Cuarenta microlitros de 1 yM C17 Cer se agregaron a cada muestra. La extraccion de lipidos se realizé en dos etapas
con modificaciones menores de los procedimientos descritos anteriormente (Hara y Radin, 1978). La primera
extraccion se realizé mediante la adicion de 1,5 mL de mezcla de hexano/propan-2-ol (60:40, V/V) en 100 pL de
plasma. La muestra se someti6 a vortice, se centrifugd a 3000 g durante 5 minutos a 4°C y se recogi¢ la fase superior.
Luego se realizé una segunda extraccion con 1,5 mL de metanol. Después de la homogeneizacion y centrifugacion a
8000 g durante 5 minutos a 4°C, se recogio la fase superior, se combiné con la primera, se secé bajo nitrégeno a
temperatura ambiente y se resuspendio en 150 pL de hexano/propan-2-ol (60:40 v/v).

Purificacién

La purificacion del extracto lipidico se optimizé a partir de un procedimiento anterior (Bodennec y col., 2000).
Brevemente, las muestras se cargaron en cartuchos de LC-NH2 (Interchim, Montlugon, F) preacondicionados con 2 ml
de hexano. El cartucho de 100 mg se lavé con 1,4 mL de etil acetato-hexano 15:85 (v/v) eluyendo lipidos neutros en
una sola fraccién. Un segundo lavado con 1,6 mL de cloroformo/metanol 23:1 (v/v) eluyé Cer libre. La fraccion de Cer
se seco bajo nitrogeno y se redisolvié en 300 pL de MeOH que contenian 10 mM de acetato de amonio del grado mas
alto (Fluka, Buchs, CH) y acido férmico al 0,2 %. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

Analisis de espectrometria de masas

Fracciones de Cer purificadas se analizaron por LC-ESI-MS/MS en un sistema UPLC Acquity H-Class combinado con
un espectrometro de masas de ftriple cuadrupolo Xevo TQD (Waters Corporation, Milford, CT). La separacion
cromatografica en gradiente se realizé en una columna Waters C18 BEH (2,1 mm x 50 mm) con un tamafio de particula
de 1,8 yM equipada con un prefiltro de 0,5 pM. El calentador de columna se ajusté a 43°C. Las fases moviles
consistieron en agua MiliQ que contenia acido férmico al 0,2 % y acetato de amonio 10 mM (Eluyente A) y metanol
que contenia acido férmico al 0,2 % y acetato de amonio 10 mM (Eluyente B). El volumen de inyeccién fue de 5 pl.
Las Cer purificadas se eluyeron en 4 minutos con un gradiente lineal hasta el 98 % del Eluyente B. Antes de la siguiente
corrida, se realizd un reequilibrio de 4,00 a 4,10 minutos y una estabilizacién de 4,10 a 6 minutos con el 95 % de
eluyente B. El flujo se ajust6 a 0,6 mL/min. Todos los analisis se realizaron usando ionizacion por electropulverizacion
en el modo de iones positivos con monitoreo de reacciones multiples (MRM). La medicién y el analisis de datos fueron
recolectados por el software Mass-Lynx version 4.1. La integracion y cuantificacion se realizaron utilizando el software
Waters Target Links™.

Andlisis estadistico y agrupamiento de datos.
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Se realizaron tres mediciones independientes por muestra de paciente. La prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
y el ANOVA con una estimacién de confianza del 95 % se realizaron con el paquete StatView 6.0. Para la agrupacion
jerarquica, las relaciones Cer entre D3 0 D10 y DO se estimaron segun el perfil de expresion de otros pacientes (Eisen
y col, 1998) por agrupacion 3.0 y mostrado por Java TreeView (ambos softwares,
http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm). La independencia de cada grupo se probé mediante la
prueba de chi cuadrado. La probabilidad de control tumoral en funcion del tiempo en pacientes con un aumento o
disminucion de ceramida se obtuvo mediante el método de Kaplan-Meier (Kaplan, 1958) y en comparacion con la
prueba de log-rank, que da intervalos de confianza (Cl) del 95 %. El valor prondstico de las variables (sexo, edad,
ubicacioén y volumen del tumor) se calculd utilizando el modelo de regresion multivariante de Cox (Cox, 1972).

Resultados
La variacion de Cer totales durante el tratamiento se correlaciona con la respuesta tumoral.

La concentracion de Cer de plasma se monitorizé por LC-ESI-MS/MS durante el protocolo SBRT con irinotecan, en
D3 y D10 y luego, en comparacion con el nivel basal, en DO (Figura 2). Primero, no se mostrod correlacion entre el
nivel de aumento de Cer en D3 y D10 después de SBRT con irinotecan y cualquier factor de covarianza (sexo, edad,
ubicacién del tumor y volumen del tumor; datos no mostrados). Luego, se monitorizé el aumento medio de la
concentracion de Cer en los diferentes grupos de pacientes en funcién de su respuesta tumoral (Figura 2A). Un afio
después del tratamiento, se observé CR en 10, PR en 8, S en 8 y P en 9 pacientes. Observamos que la respuesta a
la dosis de Cer en D3 y D10 se correlacioné con la eficacia del tratamiento. La cantidad total de Cer aumentd
significativamente en D3 en plasma de pacientes que exhibian una disminucién del volumen del tumor (CR: 18,5 % *
8,92, P < 0,06 y PR: 10,7 % £ 2,27; P < 0,01; ambos vs DO). En contraste, la Cer total en el grupo S se mantuvo
estable en D3, luego disminuy6 significativamente en D10 (D3: -1,70 % + 4,36; P > 0,05y D10: -15 % % 2,40; ambos
P < 0,01 vs D0) y estaba por debajo del nivel basal para el grupo P (D3: -19,06 % + 5,72; P < 0,05 y D10: -20,16 % +
3,71; ambos P < 0,01 vs DO).

Debido a que la detencién del crecimiento tumoral es un sello distintivo de la respuesta al tratamiento, primero
decidimos determinar una posible correlaciéon entre los respondedores, incluyendo los grupos CR, PRy S, y los
pacientes resistentes incluyendo el grupo P (Figura 2B). El nivel de Cer total de este grupo de respuesta (CR, PRy
S) fue significativamente mayor en comparacién con el nivel basal en D3 (9,91 % * 3,99; P < 0,05 vs D0), pero no a
D10. Curiosamente, el nivel de Cer total de este grupo resistente (P) disminuyd significativamente en D3 y D10 en
comparacion con la tasa basal (D3: -19,06 % + 5,72; P < 0,05 vs DO; y D10: -20,17 % £ 3,71; P < 0,01 vs D0O). Como
se propuso en el presente estudio clinico de fase Il, CR y PR se definieron como la respuesta objetiva donde Sy P se
consideraron resistentes al tratamiento (Figura 2C) Un afio después del tratamiento, 18/35 pacientes mostraron una
respuesta objetiva, mientras que 17/35 pacientes se consideraron resistentes, debido a la estabilizacion o progresion
del tumor o la aparicidon de nuevas metastasis pulmonares o hepaticas. Usando este grupo de clasificacion, el nivel de
Cer total del grupo respondedor objetivo fue significativamente mayor en comparacion con el grupo objetivo de nivel
de Cer basal en D3 (15,07 % + 5,02; P < 0,01 vs DO), y significativamente menor para el grupo resistente en D3y D10
(D3:-9,79 % +4,12; P < 0,05 vs DOy D10: - 17,95 % + 2,27; P < 0,01 vs D0). El aumento de la concentracion de Cer
plasmatica durante el SBRT combinado con irinotecan representa un punto final prometedor que para muchos sirve
como un presagio de regresion tumoral. Por otro lado, la disminucion de la concentracion de Cer plasmatica se asocia
con la falta de respuesta tumoral del tratamiento.

La evolucion de las principales subespecies de Cer durante el tratamiento se correlaciona con la respuesta tumoral.

Se han buscado doce subespecies de Cer para caracterizar mas especificamente la composicion de la Cer total. Los
compuestos mas abundantes fueron los que contenian el acido graso C24:0 (45,46 % + 1,06), C24:1 (23,43 % + 0,90),
C22:0 (15,74 % + 0,34) y C16:0 (7,10 % % 0,39). Los otros compuestos estaban presentes en cantidades muy
pequenas (Figura S1). Debido a una posible discrepancia de su respuesta al tratamiento, esas subespecies principales
de Cer se cuantificaron por separado, en comparacion con su nivel basal en DO y se correlacionaron con la respuesta
tumoral (Figuras 3A a D). De hecho, los niveles de estas 4 subespecies siguieron un perfil similar al de los niveles
totales de Cer durante el tratamiento. La proporcién de C24:0 Cer, el compuesto mas abundante, aumenté
significativamente en el grupo respondedor objetivo de 11,9 % £ 5,17 en D3 (P < 0,05 vs DO). Estas subespecies
disminuyeron significativamente en el grupo resistente de -11,08 % + 4,33 en D3y -19,19 % + 2,39 en D10 (ambas P
< 0,05 vs DO0). Las otras tres subespecies principales de Cer exhibieron cambios significativos similares en sus
proporciones como se observé para C24:0 Cer. Estos resultados establecen que todas las principales subespecies de
Cer plasmatica, asi como la Cer total, estan evolucionando siguiendo un patréon de cambio similar después de SBRT
combinado con irinotecan, con niveles crecientes correlacionados con la respuesta tumoral.

El nivel de Cer basal no se correlaciona con el resultado de la radioterapia.
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Debido a que la Cer plasmatica parece ser prometedora como un marcador sustituto de la respuesta tumoral, se
investigd la correlacion del nivel basal de Cer en pacientes con eficacia en el tratamiento. La concentraciéon de Cer
plasmatica de donantes sanos fue muy homogénea y significativamente menor (media: 1,98 uM % 0,09) que la de los
pacientes con alta variabilidad individual (grupo respondedor: 3,34 uM + 0,32 y grupo resistente 3,82 yM + 0,45; ambas
P < 0,01 vs donantes sanos). La concentracion de Cer basal aparece como un marcador de presencia de tumor en
pacientes. Sin embargo, la comparaciéon de la concentracion total de CER entre los dos grupos de pacientes no
permitid una discriminacion entre el grupo respondedor y el grupo resistente (P = 0,67). Por lo tanto, la cantidad de
Cer total en pacientes antes de cualquier tratamiento no puede considerarse como un factor de pronéstico de la
respuesta tumoral a la SBRT combinada con irinotecan.

La clasificacion de la variacion de Cer agrupa a los pacientes segun su respuesta tumoral.

La Cer total y su modulacion de subespecies durante el tratamiento fueron evaluados para cada paciente y se
establecié el agrupamiento jerarquico. Cer aumentada y disminuida en D3 y D10 son representadas respectivamente
en rojo y verde, cuando la mediana es igual a 0 estan en negro (Figura 5). La agrupacion de la evolucion de Cer
individual demostrd una jerarquia entre pacientes con respuestas objetivas y resistentes. La jerarquia de la modulacion
de Cer total en D3 y D10 mostré claramente que los pacientes 8/10 CR y 6/8 PR estan agrupados por encima de la
respuesta media igual a 0 (ambos P < 0,001). En contraste, los pacientes 5/8 S y 8/9 P se agruparon por debajo de
esta mediana (ambos P < 0,001). Para cada subespecie de Cer, se obtuvo una discriminacién similar entre los
pacientes objetivos y resistentes (datos no mostrados) sin mejorar la segregacion de los pacientes en comparacion
con el andlisis de agrupaciones con Cer total.

La modulacion de Cer durante el tratamiento discrimina el control del tumor en funcion del tiempo.

[0039Finalmente, evaluamos el empeoramiento del volumen del tumor medido por CT-Scan 3, 6 y 12 meses después
del tratamiento en funcién de la evolucion de la Cer total en el plasma sanguineo (Figura 6). Las curvas de Kaplan-
Meier demuestran claramente que los pacientes con un aumento de Cer en D3 o D10 tienen una alta probabilidad de
control tumoral durante el primer afio. Curiosamente, ningln paciente con un aumento de Cer en D10 muestra un
agravamiento del tumor. Los pacientes con una disminucién de Cer tienen un 50 % de posibilidades de empeoramiento
del tumor durante el primer afio. Estos resultados discriminan clara y estadisticamente la capacidad de control tumoral
para pacientes tratados dependiendo del aumento o disminucién temprana de Cer (D3 o0 D10: p < 0,01).

Discusién

En el presente estudio bien definido de fase Il que combina SBRT con irinotecan, correlacionamos claramente la
elevacion de la concentracion de Cer en el plasma sanguineo con la tasa de respuesta tumoral. Del mismo modo, una
disminucion de la concentraciéon de Cer en el plasma sanguineo se correlacion6 con la estabilizacion o una progresion
tumoral y, por lo tanto, dentro del tratamiento efectivo. Nuestros resultados definieron Cer plasmatica como un
marcador sustituto temprano de la respuesta tumoral, detectable precozmente durante el tratamiento con radioterapia.

Los resultados presentados en la Figura 3, muestran que los pacientes con metastasis hepaticas o pulmonares de
cancer colorrectal, tienen una concentracion de Cer en plasma sanguineo mas alta que los pacientes sanos. Estos
resultados estan segun la literatura que muestra una modulacién de Cer en la sangre del paciente que padece diversas
patologias (Delogu y col., 1999; Lang y col., 2007; Petrache y col., 2005; Watt y col., 2012). Ademas, Cer en el flujo
sanguineo también se ha cuantificado después del esquema SFGRT que incluye una fraccion de 15 Gy luego 30 de
2 Gy (Sathishkumar y col., 2005). Las concentraciones de Cer plasmatica aumentaron significativamente 72 horas
después de SFGRT en 3/3 CR y 2/4 PR pacientes. Sin embargo, no se encontré correlacién en el grupo no
respondedor donde un paciente mostré un aumento del nivel de Cer y el otro una disminucion. De hecho, la
discriminacion significativa de los grupos de aumento y disminucién de Cer era imposible debido al pequefio tamafio
de la cohorte. Ademas, los diversos origenes tumorales diluyeron la fuerza de los resultados. Este prometedor estudio
no permitia evidencia estadistica que estableciese la Cer secretada como un biomarcador de la eficacia de la
radioterapia.

En el presente estudio, esas dos debilidades se han resuelto. Primero, nuestro estudio incluye una cohorte mas grande
de 35 pacientes con casi el mismo numero de respondedores y resistentes (respectivamente 18 y 17). En segundo
lugar, todas las metastasis derivadas del carcinoma colorrectal primario y fueron tratadas por SBRT con irinotecan.
Finalmente, los volumenes tumorales fueron equivalentes, inferiores a 6 cm para la mayor inconsistencia potencial
limitante de diametro debido al tamafo del volumen. Debido a los estrictos criterios de inclusiéon de pacientes y al
seguimiento clinico, pudimos extender los resultados previos sobre la correlacion entre la modulaciéon de la Cer total
en el torrente sanguineo y la respuesta tumoral después de la radioterapia. Ademas, nuestro trabajo arroja nueva luz
sobre la subespecie de Cer mejorada después de la irradiacién. De hecho, no solo la Cer total, sino todas las
subespecies de Cer abundantes (C16:0, C18:0, C22:0, C22:1, C24:0 y C24:1, Cer) aumentaron en el grupo
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respondedor (Figura 4 y S2). Sorprendentemente, las disminuciones de todas las subespecies de Cer en el plasma
del grupo resistente se observaron principalmente en D10 y no en D3. Curiosamente, la evolucion de Cer total es
suficiente para evaluar la respuesta de eficacia después de SBRT con irinotecan. La cuantificacion y el analisis de las
diferentes subespecies de Cer no mejoran la fuerza de las propiedades del biomarcador. Este hallazgo fue confirmado
por andlisis de agrupamiento. De hecho, pacientes 8/10 CR y 6/8 PR estaban por encima de la mediana de la
modulacion de Cer total en D3 y D10, cuando pacientes 7/8 S y 8/9 P estaban por debajo (Figura 5) La prueba
estadistica de chi cuadrado demostré que el aumento de Cer plasmatica es mayor en el respondedor objetivo que en
los pacientes resistentes (P < 0,01). No se obtuvo ninguna ventaja midiendo las diferentes subespecies
individualmente. Entonces, Cer total representa un biomarcador temprano confiable para la respuesta individual a la
radioterapia.

La alta concentraciéon de Cer en el torrente sanguineo puede explicarse por diferentes mecanismos. ASM y Cer son
secretados en el medio extracelular, por células endoteliales activadas por citocinas proinflamatorias que incluyen II-3
o TNF-a (Marathe y col., 1998). También encontramos que la irradiacion de células endoteliales microvasculares
primarias HMVEC-L induce la secrecion de ASM y Cer en el medio extracelular (datos no mostrados). En esta hipétesis,
la liberacién de Cer por activacion endotelial puede conducir a una posterior radiosensibilizacién dependiente de Cer
de las células tumorales. La elevacion de la Cer plasmatica también puede deberse al alto nivel de cuerpos apoptéticos
tumorales enriquecidos en Cer inducidos por el SBRT con irinotecan. El aumento no regulado de Cer puede aparecer
durante la etapa tardia no reversible de muerte celular inducida por dafio al ADN (Tepper y col., 1999). El alto nivel de
Cer en el torrente sanguineo podria ser un marcador de esta forma de muerte celular. De hecho, mostramos una
correlacion entre la fuerza de la regresion tumoral resultante de la muerte celular y el aumento de la Cer plasmatica
después de SBRT e irinotecan (Figura 2A) Actualmente estamos buscando una explicacion bioldgica correcta para la
elevacion de la Cer plasmatica. Otros estudios también deben definir el papel especifico de SBRT y el tratamiento con
irinotecan en la secrecién de Cer.

Debido a nuestros hallazgos, propusimos que la concentracién de Cer plasmatica representa un biomarcador
temprano de la eficacia de respuesta SBRT e irinotecan. Esta afirmacion esta respaldada por el hecho de que ni el
sexo, la edad, la ubicacion ni el volumen del tumor fue un factor de covarianza correlacionado con el aumento de
ceramida durante el tratamiento. Los datos preliminares muestran que la irradiaciéon de tumores en ratones induce Cer
plasmatica de una manera dependiente de la dosis (datos no mostrados). Debemos reproducir los experimentos
usando irinotecan para estimar su capacidad para inducir Cer plasmatica.

Por lo tanto, encontrar marcadores sustitutos tempranos puede permitir a los médicos adaptar o suspender el
tratamiento, lo que limita las posibles complicaciones asociadas con los tratamientos que no tienen beneficios clinicos.
Ademas, los biomarcadores tempranos que permiten la adaptacion del tratamiento del tumor permitiran una terapia
personalizada al reducir el costo del tratamiento y la detencidn de una terapia dirigida costosa, si es necesario. Se
requeriran mas investigaciones para demostrar si nuestro hallazgo puede generalizarse a otros protocolos de
radioterapia. Los protocolos comunes de radioterapia estan disefiados utilizando un programa de dosificacion
fraccionado de 2 Gy al dia durante varias semanas. Todavia no esta claro si el fraccionamiento convencional esta
induciendo Cer intracelular dentro de las células irradiadas. La dosis de radiaciéon de 2 Gy por dia puede no ser
suficiente para generar Cer. Ademas, como ya se vio en la muerte de las células tumorales, la generacion de Cer
podria estar ocurriendo lentamente en el transcurso de varias semanas del tratamiento y, por lo tanto, los cambios en
la linea de base pueden no alcanzar el nivel de significacion. Otros estudios clinicos deben validar o refutar Cer como
un marcador sustituto de la respuesta tumoral después de radioterapias convencionales. Los nuevos dispositivos de
radioterapia (acelerador de rayos X estereotaxico, intrahaz, protonterapia) permiten una mejor orientacion hacia el
tumor. Como consecuencia, los protocolos clinicos estan siendo reevaluados y redisefiados para algunas exposiciones
tumorales, con una escalada de dosis y una disminucién en el niumero de fracciones. Al aumentar la dosis, se mejora
la generacion de Cer intracelular y/o la muerte de las células tumorales. En este caso, se esperarian niveles de Cer
plasmatica de forma aguda después de que la irradiacion mejore su deteccion. Debido a esas especificidades, el
aumento de Cer plasmatica solo puede ser observable y cuantificable después de una dosis alta de radiacion.

Finalmente, este estudio, que proporciona una vision importante y oportuna del impacto de la ceramida plasmatica en
la respuesta tumoral a SBRT con irinotecan, podria traducirse en una mejora en el manejo clinico de pacientes
similares. Nuestros analisis de Kaplan-Meier muestran una discriminacion estadistica del control de tumores en
pacientes, definida por tomografia computarizada durante el primer afio de tratamiento, y la elevacién o disminucion
de Cer plasmatica (Figura 6) Ademas, la concentracion de Cer plasmatica en D10 parece mas veraz para estimar la
probabilidad de que el paciente prolongue el control del tumor durante el afio. Cuando Cer disminuye en D3 o D10, el
volumen tumoral en el 50 % de los pacientes aumentara, demostrando un fracaso de la terapia durante o justo al final
del tratamiento. La evaluacién del volumen tumoral por resonancia magnética, tomografia computarizada o PET-Scan
puede observarse, pero solo meses después del tratamiento. Esto limita el uso de nuevos tratamientos para pacientes
resistentes y aumenta el riesgo de progresion tumoral y complicaciones de tratamientos ineficaces. Los biomarcadores
de diagndstico temprano de la respuesta tumoral durante la radioterapia pueden influir en los médicos para que
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adapten o suspendan los tratamientos ineficientes. Ademas, los pacientes se reaseguran rapidamente de la eficacia
de su tratamiento. En esta circunstancia, la modulacion de Cer secretada en el flujo sanguineo representa un
biomarcador temprano nuevo e interesante de la respuesta tumoral a protocolos clinicos de radioterapia utilizando
dosis altas por fraccion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar si un paciente que padece un cancer lograra una respuesta después
de la radioterapia que comprende las etapas de:

i) determinar el nivel de ceramida en una primera muestra de sangre obtenida del paciente antes de la radioterapia,

i) determinar el nivel de ceramida en una segunda muestra de sangre obtenida del paciente durante o
inmediatamente después de la radioterapia,

iii) comparar el nivel determinado en la etapa i) con el nivel determinado en la etapa ii), y

iv) concluir que el paciente alcanzara una respuesta cuando el nivel determinado en la etapa ii) sea mas alto que
el determinado en la etapa i) o concluir que el paciente no alcanzara una respuesta cuando el nivel determinado en la
etapa ii) sea inferior al nivel determinado en la etapa i).

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el cancer a tratar incluye tumores primarios y
tumores metastasicos.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que el cancer se selecciona del grupo
que consiste en células cancerosas de la vejiga, sangre, hueso, médula 6sea, cerebro, mamas, colon, eséfago,
gastrointestinal, encia, cabeza, rifién, higado, pulmdén, nasofaringe, cuello, ovario, préstata, piel, estomago, testiculos,
lengua y utero.

4. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el cancer se selecciona del
grupo que consiste en neoplasia maligna; carcinoma; carcinoma indiferenciado; carcinoma de células gigantes y
fusiformes; carcinoma de células pequefias; carcinoma papilar; carcinoma de células escamosas; carcinoma
linfoepitelial; carcinoma de células basales; carcinoma de pilomatriz; carcinoma de células de transicién; carcinoma
papilar de células de transicidon; adenocarcinoma; gastrinoma maligno; colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular;
carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma combinados; adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide quistico;
adenocarcinoma en podlipo adenomatoso; poliposis familiar adenocarcinoma de coli; carcinoma soélido; tumor
carcinoide maligno; adenocarcinoma branquio-loalveolar; adenocarcinoma papilar; carcinoma croméfobo; carcinoma
aciddfilo; adenocarcinoma oxifilico; carcinoma basdfilo; adenocarcinoma de células claras; carcinoma de células
granulares; adenocarcinoma folicular; adenocarcinoma papilar y folicular; carcinoma esclerosante no encapsulante;
carcinoma cortical adrenal; carcinoma endometroide; carcinoma de apéndice de la piel; adenocarcinoma apocrino;
adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma ceruminoso; carcinoma mucoepidermoide; cistadenocarcinoma;
cistadenocarcinoma papilar; cistadenocarcinoma seroso papilar; cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma
mucinoso; carcinoma de células en anillo de sello; carcinoma de conducto infiltrante; carcinoma medular; carcinoma
lobular; carcinoma inflamatorio; enfermedad de Paget mamaria; carcinoma de células acinares; carcinoma
adenoescamoso; adenocarcinoma con metaplasia escamosa; timoma maligno; tumor maligno del estroma ovarico;
tecoma maligno; tumor maligno de células granulosas; roblastoma maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor
maligno de células de Leydig; tumor maligno de células lipidicas; paraganglioma maligno; paraganglioma extra-
mamario maligno; feocromocitoma; sarcoma de glomangio; melanoma maligno; melanoma amelanético; melanoma
de extensién superficial; melanoma maligno en nevo pigmentado gigante; melanoma de células epitelioides; nevo azul
maligno; sarcoma; fibrosarcoma; histiocitoma fibroso maligno; mixosarcoma; liposarcoma; leiomiosarcoma;
rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor mixto maligno;
tumor mixto mulleriano; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma; mesenquimoma maligno; tumor maligno de
Brenner; tumor filodes maligno; sarcoma sinovial; mesotelioma maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario;
teratoma maligno; struma ovarii maligno; coriocarcinoma; mesonefroma maligno; hemangiosarcoma;
hemangioendotelioma maligno; sarcoma de Kaposi; hemangiopericitoma maligno; linfangiosarcoma; osteosarcoma;
osteosarcoma yuxtacortical; condrosarcoma; condroblastoma maligno; condrosarcoma mesenquimatoso; tumor de
células gigantes de hueso; sarcoma de Ewing; tumor odontogénico maligno; odontosarcoma ameloblastico;
ameloblastoma maligno; fibrosarcoma ameloblastico; pinealoma maligno; cordoma; glioma maligno; ependimoma;
astrocitoma; astrocitoma protoplasmatico; astrocitoma fibrilar; astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma;
oligodendroblastoma; tumor neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebeloso; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma;
retinoblastoma; tumor neurogénico olfativo; meningioma maligno; neurofibrosarcoma; neurilemmoma maligno; tumor
maligno de células granulares; linfoma maligno; enfermedad de Hodgkin; linfoma de Hodgkin; paragranuloma linfoma
maligno linfocitico pequefio; linfoma maligno difuso, células grandes; linfoma maligno folicular; micosis fungoide; otros
linfomas no Hodgkin especificados; histiocitosis maligna; mieloma multiple; sarcoma de mastocitos; enfermedad
inmunoproliferativa del intestino delgado; leucemia; leucemia linfoide; leucemia de células plasmaticas; eritroleucemia
leucemia de células de linfosarcoma; leucemia mieloide; leucemia basofila; leucemia eosinofilica; leucemia monocitica;
leucemia de mastocitos; leucemia megacarioblastica; sarcoma mieloide; y tricoleucemia.

5. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la radioterapia consiste en
una radioterapia hipofraccionada.
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6. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la radioterapia comprende 1,
2, 3, 4 o 5 regimenes de radiaciones ionizantes.

7. El procedimiento segun cualquier de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el régimen de radiaciones
ionizantes se combina con la administracion de al menos un agente quimioterapéutico.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el agente quimioterapéutico se selecciona del
grupo que consiste en aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, asparaginasa, BEG, bicalutamida, bleomicina,
buserelina, busulfan, camptotecina, capecitabina, carboplatin, carmustina, clorambucil, cisplatin, cladribina, clodronato,
colchicina, ciclofosfamida, cipoterona, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina, dienestrol,
dietilstilbestrol, docetaxel, doxorubicina, epirubicina, estradiol, estramustina, etoposida, exemestana, filgastrim,
fludarabina, fludrocortisona, fluorouracil, fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, genisteina, groserelina, hidroxiurea,
idarubicina, ifosfamida, imatinib, interferon, irinotecan, ironotecan, letrozol, leucovorina, leuprolid, levamisol, lomustina,
mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, mitomicina, mitotano,
mitoxantron, nilutamida, nocodazol, octreotid, oxaliplatin, paclitaxel, pamidronato, pentostatina, plicamicina, porfimero,
procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina, suramina, tamoxifeno, temozolomida, tenipoésido, testosterona,
tioguanina, tiotepa, dicloruro de titanoceno, topotecan, trastuzumab, tretinoina, vinblastina, vincristina, vindesina y
vinorelbina.

9. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el protocolo de radioterapia
consiste en 4 sesiones de 10 Gy distribuidas durante 2 semanas en los dias 1, 3, 8 y 10, combinadas con la
administracion de una dosis de irinotecan inyectado 30 a 90 minutos antes de la primera y tercera sesién de
radioterapia.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la segunda muestra de sangre se obtuvo el dia 3.

11. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el nivel de ceramida se
determina por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién acoplada a un espectrémetro de masas

12. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que se determina el nivel de
ceramida total.

13. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que se determina el nivel de al
menos una subespecie de ceramida, en el que la subespecie se selecciona del grupo que consiste en ceramidas C16,
C16:1, C18, C18:1, C20, C20:1, C22, C22:1, C24 y C24:1.

14. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que se determina el nivel de
ceramidas C24.
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