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5. RESUMEN

Introduccidén: El cadncer colorrectal (CCR) es el tercer tumor mas incidente y el segundo
de mayor mortalidad en el mundo. EIl andlisis de las células tumorales circulantes
(CTCs) y de ADN circulante tumoral (ctDNA), dos de los analitos de la Biopsia Liquida
(BL), han emergido como biomarcadores pronésticos y predictivos, en diferentes tipos
de céancer, incluyendo el cancer colorrectal. Las técnicas de BL permiten la
monitorizacién en tiempo real de los pacientes, asi como la estratificacién del riesgo de
recidiva y/o metastasis ayudando a la toma de decisiones terapéuticas.

Esta tesis tiene como objetivo general la identificacién precoz de las recidivas en cancer
de colon mediante el andlisis de células tumorales circulantes (CTCs) y ADN circulante
tumoral (ctDNA). Asi, los objetivos especificos desarrollados son: 1) la puesta a punto
de un protocolo semiautomatizado de aislamiento y multifenotipado de CTCs. 2)
Determinar el valor pronéstico de las CTCs para la estratificacion del riesgo de recaida.
3) Determinar el valor pronéstico de la concentracion y perfil de fragmentos del ctDNA 'y
4) Correlacionar la presencia y numero de CTCs con la concentracion de ctDNA.
Material y métodos: Se obtuvieron 10 ml de sangre periférica de pacientes con cancer

de colon (CC), excluyendo a aquellos con cancer de recto. El estudio se estructuré en
dos fases:
1. Fase I: Incluyé 16 pacientes y se centrd en el desarrollo y optimizaciéon del
protocolo para el aislamiento y caracterizacién de CTCs.
2. Fase IlI: Incorporé una cohorte de validacion de 31 pacientes en los que se
analiz6 tanto las CTCs como el ctDNA, divididos en dos subgrupos:
o Cohorte 1: 5 pacientes con CC en estadio | y 18 pacientes en estadio II.
o Cohorte 2: 8 pacientes con CC en estadio lll.
Ademas, se incluyé una Cohorte 3 formada por 30 donantes sanos como grupo control.
Se realizaron extracciones de sangre en dos momentos clave: una extraccion basal,
realizada dos horas antes de la cirugia, y otra al mes posterior a la intervenciéon
quirargica. Los pacientes de la fase Il fueron seguidos durante un periodo de dos
aflos para monitorear la aparicion de recidivas tumorales. Para el analisis, aislamiento
y caracterizacion fenotipica de las CTCs se empled una metodologia basada en la
combinacion de dos plataformas semiautomatizadas: IsofluxTM®, una plataforma de
aislamiento celular mediante tecnologia de microfluidica (Fluxion Biosciences), e
ImageStreamX®, un citdbmetro de flujo avanzado que permite captar sefales de
fluorescencia integradas y obtener imagenes de fluorescencia de alta resolucién. Este

enfoque permitié una caracterizaciéon detallada y precisa de las CTCs
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Para el analisis de ctDNA, se procesé el ADN libre circulante (cfDNA) del plasma de
forma automatizada utilizando la tecnologia Maxwell®. Una vez aislado, se determiné
su concentracion y calidad mediante los sistemas Qubit® y Bioanalyzer Agilent
1000®. Para la caracterizacién del perfil de fragmentacion del ctDNA tumoral, se empled
la plataforma TapeStation®. Ambos protocolos fueron desarrollados especificamente
para la ejecucién de esta tesis doctoral. El andlisis de los datos obtenidos se llevé a
cabo utilizando el software estadistico STATA, version 16.

Resultados: De los 31 pacientes incluidos en la fase ll, tres desarrollaron recidiva
tumoral en forma de metastasis. De estos, solo uno presenté CTCs en la muestra
obtenida después de la cirugia. En uno de los tres casos no fue posible evaluar la
dinamica de las CTCs. La concentracion de ctDNA fue significativamente mayor en los
pacientes con cancer de colon en comparacion con los controles sanos, con un aumento
especialmente notable en aquellos en estadio Il. Ademas, se observé que los
fragmentos de ctDNA tenian una longitud menor (100-200 pb) en comparacion con el
cfDNA de los controles. Este patron fue particularmente pronunciado en las mujeres,
guienes presentaron una mayor frecuencia de fragmentos cortos de ctDNA.

Por otro lado, se identifico que la concentracion de cfDNA era significativamente mas
alta en las muestras basales de pacientes que presentaban clisteres de CTCs. Sin
embargo, esta diferencia no se mantuvo en las muestras obtenidas durante el
seguimiento.

Discusidn: La integracion del analisis de CTCs y ctDNA permite obtener una visibn mas
completa y dinAmica de la heterogeneidad tumoral en tiempo real. El estudio del nimero
y las subpoblaciones de CTCs ofrece una evaluacion detallada de la heterogeneidad
tumoral, permitiendo identificar subclones tumorales predominantes y potencialmente
mas agresivos. Paralelamente, el perfil fragmentémico del ctDNA proporciona
informacién valiosa para la deteccion temprana de recidivas tumorales y posibilita el
analisis de mutaciones especificas, que pueden servir como dianas terapéuticas en
tratamientos personalizados.

Conclusiones: Los hallazgos de esta investigacion constituyen una base sélida para

considerar las biopsias liquidas como herramientas prometedoras en el manejo del
cancer de colon en estadios tempranos. Sin embargo, es fundamental llevar a cabo
estudios multicéntricos adicionales para confirmar la utilidad clinica de estas
tecnologias. Asimismo, es necesario avanzar en su validacion y protocolizacion para

garantizar su aplicacién estandarizada en la practica clinica.
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6. RESUMEN EN INGLES (ABSTRACT)

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the third most common malignancy and the

second leading cause of cancer-related mortality worldwide. The analysis of circulating
tumor cells (CTCs) and circulating tumor DNA (ctDNA), two key components of liquid
biopsy (LB), has emerged as a prognostic and predictive biomarker in various cancer
types, including colorectal cancer. LB techniques enable real-time patient monitoring and
support risk stratification for recurrence and/or metastasis, aiding therapeutic decision-
making.

This thesis aims to identify early recurrences in colon cancer through the analysis of
circulating tumor cells (CTCs) and circulating tumor DNA (ctDNA). The specific
objectives are as follows: 1) To establish a semi-automated protocol for the isolation and
multi-phenotyping of CTCs. 2) To determine the prognostic value of CTCs for risk
stratification of recurrence. 3) To evaluate the prognostic significance of ctDNA
concentration and fragment profile. 4) To correlate the presence and number of CTCs
with ctDNA concentration.

Materials and Methods: Peripheral blood samples (10 ml) were collected from patients

with colon cancer (CC), excluding those with rectal cancer. The study was divided into
two phases:
1. Phase I: Included 16 patients focused on the development and optimization of
the protocol for CTC isolation and characterization.
2. Phase Il: Incorporated a validation cohort of 31 patients where both CTCs and
ctDNA were analyzed. This phase included two subgroups:
o Cohort 1: 5 patients with stage | CC and 18 patients with stage Il CC.
o Cohort 2: 8 patients with stage Il CC.
Additionally, Cohort 3 consisted of 30 healthy donors as the control group.
Blood samples were collected at two critical time points: a baseline sample, taken two
hours before surgery, and another one month after surgery. Patients in Phase Il were
followed for two years to monitor for tumor recurrence.
For CTC analysis, isolation, and phenotypic characterization, a methodology combining
two semi-automated platforms was used: IsofluxTM®, a microfluidics-based cell
isolation platform (Fluxion Biosciences), and ImageStreamX®, an advanced flow
cytometer capable of capturing integrated fluorescence signals and high-resolution
fluorescence images. This approach enabled detailed and precise CTC characterization.
For ctDNA analysis, circulating free DNA (cfDNA) was processed automatically from

plasma using Maxwell® technology. Once isolated, concentration and quality were
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determined using Qubit® and Bioanalyzer Agilent 1000® systems. To characterize the
fragment profile of tumor ctDNA, the TapeStation® platform was employed.

Both protocols were specifically developed for this doctoral thesis. Data analysis was
performed using the STATA statistical software, version 16.

Results: Of the 31 patients included in Phase I, three experienced tumor recurrence in
the form of metastases. Of these, only one presented CTCs in the post-surgery sample.
In one of the three cases, it was not possible to evaluate the dynamics of CTCs.

The concentration of ctDNA was significantly higher in colon cancer patients compared
to healthy controls, with a particularly notable increase in stage Il patients. Furthermore,
ctDNA fragments were observed to be shorter (100-200 bp) compared to cfDNA from
controls. This pattern was particularly pronounced in women, who exhibited a higher
frequency of short ctDNA fragments.

Additionally, the cfDNA concentration was significantly elevated in baseline samples
from patients with CTC clusters. However, this difference was not observed in follow-up
samples.

Discussion: The integration of CTC and ctDNA analysis provides a more
comprehensive and dynamic understanding of tumor heterogeneity in real time. Studying
the number and subpopulations of CTCs allows for a detailed assessment of tumor
heterogeneity, identifying predominant and potentially more aggressive tumor
subclones. Simultaneously, the fragmentomic profile of ctDNA offers valuable
information for the early detection of tumor recurrence and enables the analysis of
specific mutations that may serve as therapeutic targets in personalized treatments.
Conclusions: The findings of this research provide a solid foundation for considering
liquid biopsies as promising tools in the management of early-stage colon cancer.
However, further multicenter studies are essential to confirm the clinical utility of these
technologies. Additionally, continued efforts are needed to validate and standardize

these methods to ensure their widespread application in clinical practice.
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8. HIPOTESIS

En etapas tempranas del cancer de colon, las recidivas pueden ocurrir localmente en el
area donde se origin6 el cancer (recidiva local), en los ganglios linfaticos cercanos
(recidiva ganglionar) o incluso en localizaciones distantes dando lugar a metastasis en
el higado, en los pulmones o en otros tejidos. Estas recidivas pueden presentarse meses

o0 incluso afios después del tratamiento inicial.

El seguimiento tras el tratamiento es un elemento crucial para detectar cualquier signo
de recidiva. En este contexto, la biopsia liquida (BL) basada en el analisis de células
tumorales circulantes (CTCs) y ADN tumoral circulante (ctDNA), pueden constituir
herramientas prometedoras para la deteccidon temprana de dichas recidivas en el cancer
de colon temprano. La posibilidad de identificar precozmente la recurrencia podria
conducir a intervenciones mas efectivas y mejores resultados para los pacientes.

Basandonos en esta idea se nos plantean las siguientes hip6tesis de trabajo:

Hipdtesis 1: En relacion a la eficacia de los métodos para detectar CTCs esperamos
gue nuestro protocolo semiautomatizado para la deteccién y caracterizacion de CTCs
muestre una alta sensibilidad y especificidad en la identificacion de estas células en

muestras de pacientes con estadios precoces de cancer de colon.

Hipotesis 2: En relacion al impacto clinico del andlisis de CTCs, se nos plantea la
cuestion de si la deteccion y caracterizacion de CTCs en estadios tempranos del cancer
de colon proporcionaran informacion valiosa que contribuira significativamente a la
prediccion del curso clinico de la enfermedad, permitiendo una intervencibn mas

temprana y efectiva.

Hipoétesis 3: En relacion al analisis de ctDNA nos basamos en la potencial utilidad del
andlisis de concentracién y patrones de fragmentacion del ctDNA que podrian revelarse
como marcadores especificos asociados con la progresion del cancer de colon y a la
aparicion de recidivas, lo que permitira desarrollar un modelo predictivo para la

deteccién temprana de la recurrencia de la enfermedad.
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9. OBJETIVOS

Objetivo General:
Identificar precozmente las recidivas en cancer de colon mediante el analisis de células

tumorales circulantes (CTCs) y ADN circulante tumoral.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar la validez técnica de un protocolo semiautomatizado para la deteccion
y multifenotipado de CTCs.

2. Determinar el valor prondstico de las CTCs para la estratificacién del riesgo de
recaida.

3. Determinar el valor prondstico de la concentracion y perfil de fragmentos del
CtDNA.

4. Correlacionar la presencia y numero de CTCs con la concentracion de ctDNA.
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A.INTRODUCCION
A 1. CANCER COLORRECTAL (CCR)

Al.1 Anatomia del colon

El colon mide aproximadamente entre unos 70 y 90 centimetros de longitud y unos 6.5
centimetros de didmetro, siendo mayor en su porcién mas distal y proximal. Conecta a
través de la valvula ileocecal con el intestino delgado. Se distinguen seis segmentos
anatomicos, diferencidndose ciego, colon derecho o ascendente, colon transverso,
colon izquierdo o descendente, sigma y recto. Ademas, se aprecian 3 angulaciones
fisiol6gicas localizadas en el angulo hepético, angulo esplénico y el sigma.

Su funcidn principal es la reabsorciéon de aguay la absorcion de electrolitos como el
sodio y el magnesio. También representa una funcidon inmunitaria marcada ya que
alberga a la microbiota intestinal, encargada de la digestion de fibra alimentaria y la
produccién de vitamina K.

Esta irrigado por las arterias mesentérica superior que interviene en la vascularizacion
de ciego, colon ascendente y los dos tercios proximales del colon transverso a través
de las arterias ileocdlica, colica derecha y célica media. La arteria mesentérica inferior
irriga el otro segmento del colon transverso, colon descendente, sigmoide, recto y parte
superior del canal anal. Los otros dos segmentos del recto son irrigados por la arteria
rectal media e inferior. El drenaje venoso viene establecido por las venas mesentéricas
superior e inferior y las venas hemorroidales superiores, medias e inferiores. Esto Gltimo
es importante debido a que las venas hemorroidales media e inferiores drenan en la
vena iliaca interna y ésta drena sin paso hepatico a la vena cava y al pulmén,
pudiendo producir metastasis directamente en el pulmén sin necesidad de metastasis
previamente en el higado. La inervacion del ciego, colon ascendente y transverso
depende del nervio vago, mientras que la del colon sigmoide, recto y ampolla rectal son

inervados por las raices sacras (1).

En cuanto a las capas de la pared col6nica se distinguen la mucosa, que es la capa mas
interna y donde se realiza el proceso de absorcion; la submucosa que es la capa donde
se encuentra la mayoria de los vasos linfaticos y sanguineos, siendo esto fundamental
para la diseminacion tumoral; la muscular propia que es la encargada de la peristalsis y
la serosa, que es la capa més exterior y la que sirve de armazoén y de fijacion al resto de

estructuras (2).

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

24



Al.2 Epidemiologia e historia natural

El CCR es una de las mayores causas de neoplasia a nivel mundial, siendo su incidencia
y prevalencia elevada.

El CCR es la tercera causa de cancer en hombres y mujeres en Estados Unidos,
afectando el 70 % de estos al colon y el 30% al recto. Globalmente es la tercera causa
de cancer en hombres y la segunda en mujeres (3). Es eltumor mas incidente (39.421
casos en 2022) y el segundo de mayor mortalidad (16.608 fallecidos en 2022) a nivel
nacional tras el cancer de pulmén. Dicha prevalencia e incidencia, es similar en
hombres (2° causa tras c. de pulmén) que en mujeres (2° causa tras c. de mama). Se
proyecta que para 2024 sera el cancer mas frecuente en la poblacion, con una
estimacion de 44,294 nuevos casos (29.648 de colon y 14.646 de recto). La incidencia
en Espafia se sitia en 78.3 por cada 100,000 habitantes, con una mortalidad de 32.00
por cada 100.000, cifras muy similares a las de la Union Europea (incidencia de 73.5y
mortalidad de 32.30 por cada 100.000) (4).

Su mortalidad ha disminuido progresivamente en la Gltima década gracias a los avances
diagnoéstico-terapéuticos y de deteccidn precoz en estadios precoces, asi como a la
implementacion a nivel nacional de los programas de cribado que implican la realizacion
de polipectomias profilacticas mediante el uso de colonoscopios, método cada vez mas
implantado en la préactica clinica en numerosos paises y que se desarrollan actualmente
dentro de sus planes estratégicos (5). En contraste, la incidencia en menores de 50 afios
ha aumentado porcentualmente en probable relacién con los cambios de alimentacion,
siendo cada vez mayor la influencia de la cultura y alimentacion anglosajona (3). Con
respecto a esto, Espafia era tipicamente una region de baja prevalencia e incidencia de
CCR debido al factor protector de la dieta Mediterrdnea. También se ha detectado una
mayor tasa de diagnésticos de cancer proximales o que afectan al colon derecho,

relacionado con los métodos de cribado y el avance en las técnicas diagnésticas (6).

A1.3 Factores de riesgo

Dentro del CCR, podemos distinguir el CCR esporadico, siendo el mas prevalente y el
CCR no esporadico o familiar. En apartado posteriores (A.2 Carcinogénesis) lo
desarrollaremos mas ampliamente. Dicho tipo puede afectar a las estrategias de
cribado, sobre todo en lo referente al familiar.

Dentro de los CCR esporadicos, los factores de riesgo mas involucrados son:

- Edad: La edad es el factor de riesgo mas importante, siendo infrecuente la

afectacion por debajo de los 45 afios. No obstante, cada vez es mas comun la incidencia
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en edades méas tempranas, motivo por el cual se estd abogando més frecuentemente
por iniciar los métodos de cribado en edades mas jovenes, como recientemente se esta
implantando en EE. UU., con el inicio del programa de cribado desde los 40 afios (7)(8).
- Raza: la raza africana estd relacionada con una mayor incidencia, asi como una
afectacion a edades mas tempranas (9).

- Género: los hombres tienen mayor incidencia que las mujeres, mientras que éstas
tltimas tienen un mayor riesgo de afectacion proximal (10).

- Inmunosupresion: los pacientes trasplantados y otras enfermedades autoinmunes
que necesiten inmunosupresiéon estan relacionados con una mayor incidencia (11).

- Obesidad: esta relacionada con un aumento moderado de la incidencia (12) asi como
una menor tasa de diagnéstico precoz debido a la dificultad técnica en la realizacion de
colonoscopia.

- Diabetes y resistencia insulinica: esta relacion podria estar explicada debido a que
la insulina es un factor de crecimiento, siendo el factor de crecimiento insulinico tipo |
(IGF-1) uno de los més importantes para las células de la mucosa colénica y pudiendo
estar relacionado con la carcinogénesis en esta zona (13). Por otra parte, la resistencia
insulinica también podria desempefiar un papel crucial en la mayor tasa de
morbimortalidad postoperatoria en estos pacientes.

- Consumo de carne roja procesada: el consumo de dicha carne esta relacionado con
aumento de CCR, particularmente con localizacién izquierda, a partir de un consumo
estimado de 50 gramos diarios (14). Dicha afectacion podria estar relacionada con la
produccién de hidrocarburos poliaromaticos en la coccion y su consumo (15).

- Tabaco: esta relacionada con aumento de incidencia y mortalidad, sobre todo rectal.
También es factor de riesgo independiente para la produccién de adenomas (16).

- Alcohol: se ha demostrado un mayor riesgo en pacientes que consumen mas de 4
unidades basicas de etanol (UBESs) diarias (17).

- Colecistectomia: esta relacionado con aumento de localizacion derecha debido a
alteracion de la composicion del &cido biliar (18).

- Enfermedad inflamatoria intestinal: Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa estan
relacionadas con un mayor riesgo debido al dafio créonico de la mucosa, asi como
indirectamente por el uso de inmunosupresores como la Azatioprina y la 6-
mercaptopurina (19)(20).

- Antecedentes de polipos colénicos: la presencia previa de pdlipos > 1 centimetro,

histologia vellosa o tubulovellosa esta relacionado con un mayor riesgo (21).
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Otros factores de riesgo menos importantes del CCR esporadico son la radiacion
abdominal, la acromegalia, el uso de terapia sustitutiva con andrégenos y la fibrosis
quistica (22).

En relacion al CCR familiar, los factores de riesgo mas influyentes son:

- Antecedentes familiares (AF) de CCR esporadico: puede estar relacionado con la
presencia de variantes genéticas no descritas aun en la actualidad. Dicha relacién es
importante sobre todo en AF de 1° grado (padre, madre, hermanos o hijos) (23).
Actualmente, segun las dUltimas guias clinicas europeas (ESGE guidelines) se
recomienda iniciar el cribado con colonoscopia a partir de los 40 afios cuando el paciente
tiene dos AF de 1° grado de CCR o 1 AF de 1° grado menor de 50 afios (24).

- AF de poliposis: esta aumentado el riesgo de CCR en AF de poliposis adenomatosa
familiar (25), poliposis asociada al gen MUTYH, sindrome de Lynch (26), sindrome de
cancer hereditario de mama y ovario (27), sindrome de Gardner (28) y sindrome de
Turcot (29).

A1l.4 Clinica

La mayoria de los pacientes son asintomaticos en estados iniciales, lo que hace que
con anterioridad a la era del cribado poblacional los diagnésticos fueran en estadios mas
avanzados. Los sintomas mas frecuentes son:

- Alteracién del habito intestinal: afectando al 74% de los pacientes en algunos
estudios (30), produciéndose episodios de alternancia de estrefiimiento y diarrea.

- Rectorragia o sangrado hematico por el recto en el 51 % de los casos (31).

- Masa abdominal o rectal que puede afectar al 24.5% de los pacientes (30).

- Anemia ferropénica: 9.6% de los pacientes (30).

- Dolor abdominal aislado en el 3.8% (30). Muy asociado a complicaciones secundarias
como la obstruccion, perforacion o carcinomatosis peritoneal (32).

- Sindrome constitucional: caracterizado por la pérdida pertinaz de peso.

- Metastasis en otros 6rganos: hasta el 20% pueden debutar de esta forma,

produciéndose fundamentalmente a nivel linfatico, hepético, pulmonar o peritoneal (32).

A1.5 Diaghdstico

El diagndstico de confirmacién se basa en el estudio histolégico de la muestra.
Generalmente, se puede obtener dicha muestra mediante la toma de biopsias en una
colonoscopia. No obstante, a veces debido a complicaciones morfoldégicas o

caracteristicas del debut clinico (obstruccién) o del paciente que impiden la realizacion
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de la colonoscopia (angulaciones, espasticidad col6nica, mala preparacion catértica) se
obtiene directamente de la pieza quirargica.

Como métodos diagndésticos actuales encontramos:

- Rectosigmoidoscopia/colonoscopia: ambos procedimientos permiten visualizar
directamente la mucosa colénica y permiten en un mismo acto la obtencién de muestra
histolégica mediante biopsias, la toma de imagenes, la valoracion y extirpacion en un
mismo acto de otras posibles lesiones adenomatosas potencialmente malignas, asi
como la inyeccién de tinta para realizar un tatuaje de marcado que facilite la intervencion
quirdrgica posterior. Siempre que sea posible, se recomienda la realizacién de una
colonoscopia completa con intubacién de ciego y con una adecuada preparacion
catartica, que permita una correcta valoracion de la mucosa (33). Si no es posible esto
antes de la intervencion quirdrgica, se recomienda previo a la intervencion un estudio
con una técnica de imagen como la colonoscopia virtual y completar estudio con una
colonoscopia completa en los proximos 6 meses a la operacion.

Estos procedimientos han experimentado una gran mejora técnica en los Ultimos afios
debido en gran parte al uso de nuevos colonoscopios de materiales mas flexibles, con
una mejor visualizacion de las mucosa, contando actualmente con procesadores 4K y
FullHD, el uso de técnica de cromoendoscopia digital y con tinciones, el uso de
inteligencia artificial, asi como la mejora sustancial de las preparaciones catarticas, con
nuevos preparados basados en el acido ascoérbico y el polietilenglicol que permite un
efecto de arrastre mayor que anteriores compuestos, consiguiendo una mejor
visualizacién de la mucosa colénica (34).

- Tomografia computarizada (TC) abdominopélvica: consiste en la visualizacion
radiol6gica de una neoformacion en una prueba radiol6gica con o sin contraste yodado.
Este método se considera inferior a la colonoscopia, ya que no permite la obtencién de
muestras, su sensibilidad y especificidad es menor a la colonoscopia y obliga en un
segundo tiempo a la realizacion de una colonoscopia para la obtencién de muestras
necesarias para el diagnéstico de confirmacion (35). Puede ser (til en pacientes fragiles
0 que debutan con una obstruccién abdominal (36). Esta técnica también permite el
diagnéstico incidental de CCR cuando se ha solicitado por otra patologia.

- Colonoscopia virtual o TC colonografia: método radiodiagndstico de mayor
precision que el anterior y que con la utilizacion de un preparado catartico permite la
valoracion de la mucosa colénica. Es un método valido en pacientes que no consiguen
una buena preparacion catéartica e impide la valoracibon mucosa mediante

colonoscopia. Permite visualizar en la mayoria de los casos lesiones col6nicas mayores
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de 1 centimetro (37). También es posible la realizacién de esta prueba mediante
resonancia magnética.

- Enema opaco de bario: técnica en desuso actualmente que consiste en la realizacion
de varias radiografias del colon tras la aplicacion de una papilla de bario permitiendo
distinguir estenosis y defectos mucosos (38).

- Capsula endoscoépica: consiste en una capsula de pequefio tamafio que se ingiere
via oral y que consta de una minicAmara que realiza varios fotogramas por segundo y
permite la visualizacion de la luz intestinal. Esta prueba esta encaminada en principio al
estudio del intestino delgado, permitiendo analizar la mucosa que es dificiimente
valorable con procedimientos endoscopicos. No tiene capacidad de obtener muestras
biol6gicas.

- Test de sangre oculta en heces: muy utilizado actualmente gracias a los programas
implantados de cribado poblacional. Lo desarrollaremos en el siguiente apartado de
forma mas extensa. Existen varios tipos segun el tipo de mecanismo utilizado (quimico
0 inmunoldgico) y permite la deteccion en las heces del paciente de hemoglobina
humana procedente de las lesiones tumorales o precancerosas (adenomas avanzados).
No es una técnica de diagnéstico en si, su positividad recomienda la realizacion de un
procedimiento endoscépico para visualizar posibles lesiones causantes, ya que la tasa
de falsos positivos por patologia no tumoral es relativamente elevada (hemorroides,
diverticulosis, fisura anal, angiodisplasias).

- Marcadores tumorales: En desuso. Dentro de ellos, el mas destacado en el colon es
el antigeno carcinoembrionario (CEA). Actualmente ha quedado relegado en la
practica clinica al seguimiento de pacientes intervenidos como marcador precoz de
recidiva ya que como marcador diagnostico presenta una alta tasa de falsos positivos
(fumadores) y negativos (39). Niveles elevados preoperatorios confieren un peor

pronéstico (40).

A.1.6 Cribado poblacional

La implantacion de estrategias de cribado de CCR en los ultimos afios ha supuesto
una deteccién precoz de CCR y ha permitido un diagnostico y abordaje multidisciplinar
en estadios menos avanzados, consiguiendo una mejora en la morbimortalidad del
CCR.
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Existen numerosas pruebas para realizar dicho cribado, distinguiéndose en métodos

que utilizan la deteccion de hemoglobina en heces, métodos endoscépicos, métodos

por técnica de imagen y métodos basados en marcadores sanguineos.

- Test basados en el andlisis de heces: Son test faciles de realizar y no necesitan su

realizacion en centros sanitarios, pudiendo el paciente realizarlos en su domicilio. Sus

principales ventajas son que no precisan de preparacion catartica, son mas baratos y

rapidos de realizar. Los principales inconvenientes son los falsos positivos debido a

toma de anticoagulantes y antiagregantes y que no permiten diferenciar el tipo de

lesiones.

R
%

R
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R
°

Test inmunolégicos: requieren una sola toma de heces y no necesitan limitar
la alimentacidn previa ni el uso de aspirina ni otros antiinflamatorios (41). Permite
la deteccion de hemoglobina humana. Otra de las ventajas de estos, es que su
resultado es cuantitativo. Tiene segun algunos estudios, una sensibilidad del
80% para detectar CCR y una sensibilidad entre el 25-56% y una especificidad
entre el 68-96% para la deteccién de adenomas avanzados (42). Actualmente
es la base del cribado del CCR realizado en nuestra comunidad por la Junta de
Andalucia.

Test quimicos: se basan en la reaccién del guayacol, que identifica la
hemoglobina y tras la reaccion de la peroxidasa produce un color azulado en el
papel reactivo. Tiene una sensibilidad dependiente de la marca de hasta el 80%
(Hemoccult SENSA), aunque es menor en términos generales que las pruebas
inmunolégicas (43). Como desventajas necesita una dieta restrictiva en carne
roja, vegetales y una dosis baja de vitamina C durante los 3 dias previos (44).
Ademas, se recomienda su realizacion anualmente y se necesitan 3 tomas en
dias sucesivos para su valoracion aumentando la probabilidad de falsos
positivos.

Test de deteccion de ADN mediante pruebas inmunoldgicas: son test que
combinan la deteccion de mutaciones del ADN (K-RAS), técnicas de
amplificacion de genes para detectar biomarcadores asociados a CCR y un
ensayo inmunoquimico que detecta la hemoglobina vertida en las heces (45). Se
recomienda realizarlo cada 3 afios y no necesita restricciones en dieta ni
medicacion. Tiene una sensibilidad cercana al 92% y una especificidad del 87%

(46), siendo similar a los métodos inmunoldgicos, pero con un mayor coste.
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- Métodos endoscoépicos: permiten la visualizacion directa de la lesién, la toma de
biopsias de la muestra, el tatuaje de las lesiones para la posterior reseccion quirdrgica
y el tratamiento mediante la extirpacion de las lesiones precursoras de CCR, como los
adenomas avanzados. Sus principales inconvenientes son la necesidad de una
adecuada preparacion catartica, siendo fundamental el grado de limpieza y estando
directamente relacionado con la tasa de deteccion de lesiones; las complicaciones
relacionadas con la sedacién y el riesgo de iatrogenia debido al procedimiento
endoscdpico, destacando la perforacién col6nica, el sindrome postpolipectomia y la
hemorragia tras polipectomia endoscépica (47). Para la realizacion de este
procedimiento se necesita el uso de un endoscopio flexible con un canal que permite la
introduccion de distintos instrumentos, asi como el uso de una preparacion catartica que
posibilite la limpieza de la mucosa col6nica. También se recomienda la realizacion de
una dieta sin fibra en los dias previos y suspender la toma de antiagregacion y

anticoagulacion en el caso de que se prevea una accion terapéutica.

% Colonoscopia: se considera el gold-standard, y consiste en la utilizacion de un
endoscopio flexible que se introduce por el canal anal, progresando por los
distintos tramos y segmentos colonicos hasta la intubacion del ciego y la
visualizacién de la valvula ileocecal y la fosa apendicular. Distintos consensos
recomiendan la utilizacion de escalas de preparacién colénica, siendo la mas
validada y usada la “Escala de Boston” para valoracién de la mucosa colénica,
recomendandose la repeticion de la prueba si su valor no es 6ptimo (global
menor de 6 0 un segmento menor de 2) y un tiempo de retirada desde el ciego
hasta el canal anal de un minimo de 6 minutos para una correcta visualizacion
de la mucosa col6nica. Su sensibilidad es mayor que las pruebas basadas en el
analisis de heces, siendo ampliamente superior en la deteccién de adenomas no

avanzados, con una sensibilidad del 75 al 93 % (48).

Como método de cribado en pacientes asintomaticos y sin antecedentes
familiares de CCR, se recomienda su realizacién cada 10 afios si no se observa
patologia en la mucosa colénica (49). Dichos intervalos se ajustaran

dependiendo de las lesiones visualizadas en anteriores procedimientos.

2
o

Sigmoidoscopia: consiste en la introduccion de un endoscopio flexible de 60
cm por el canal anal, pero a diferencia de la colonoscopia, su objetivo es

visualizar desde el ano hasta el angulo esplénico. Como ventaja frente a la
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colonoscopia presenta la posibilidad de omitir la sedacién en estos pacientes.
Tiene las mismas desventajas que la colonoscopia, sumando a esta la
imposibilidad de explorar a partir del angulo esplénico por la limitacion de
longitud del endoscopio utilizado, presentandose sélo un 41-45 % de los CCR
en la region explorada por la sigmoidoscopia (50). Actualmente no se utiliza
como método de cribado debido a su baja sensibilidad y a su sustitucién por

otros métodos endoscépicos.

% Cépsula endoscopica: se reserva su uso en cribado soélo para paciente con
colonoscopias incompletas y en donde se ha descartado lesiones estenosantes,
si bien esta indicacién no esta ampliamente establecida. Tiene una sensibilidad
con adenomas mayores de 1 cm del 92 % y una especificidad del 95 % (51). Sus
principales desventajas son el riesgo de obstruccion intestinal, el elevado coste,

y su objetivo meramente diagnéstico.

- Métodos radiologicos: se basan en pruebas de imagen, siendo esencialmente
diagnosticos, por lo que ante el hallazgo de lesiones se necesitaran posteriormente
métodos endoscoépicos que los complementen. Destaca la colonoscopia virtual o TC
colonografia: consiste en la realizaciéon de un TC abdominal con una preparacion
catartica que permite la reconstruccion en 2 o 3 dimensiones de la mucosa col6nica. Se
recomienda como método de cribado cada 5 afios. Su sensibilidad ronda entre el 67 y
el 94% y su especificidad entre el 96 y 98 % (52), siendo un método que valorar en
pacientes con colonoscopias incompletas o con importante pluripatologia que impida la
realizacién de un procedimiento endoscépico. El uso en estrategias de cribado esta muy

discutido.

- Métodos basados en el andlisis de sangre: estos métodos aln no estan validados
para el cribado actualmente, y no se contemplan actualmente en las guias clinicas, pero
podran formar parte de ella si se confirma su utilidad en estudios futuros. Todos ellos se
basan en la deteccion de posibles marcadores que predisponen al desarrollo de CCR o

gue estén aumentados con la presencia de CCR.

En la actualidad, desde 2018, en nuestra comunidad andaluza existe un programa de
cribado de CCR dirigido a personas comprendidas entre los 50 y 69 afos,
asintomaticos, y sin antecedentes familiares ni personales de CCR. Se basa en la
realizacion de una prueba de sangre oculta en heces inmunolégico y cuantitativo de

forma bienal, realizandose una invitacion por carta, si se confirma la aceptacion, se
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envia un kit para la determinacién de la prueba. Si su resultado es positivo,
desembocard en la realizacion de una colonoscopia. Tras la realizacion de la
colonoscopia, se estratificara al paciente segun los hallazgos en grupos de bajo, medio
y alto riesgo, envidndole una carta posterior sobre los plazos de seguimiento y el método

utilizado para el seguimiento (53).

En el afio 2019 la tasa de participacion fue del 35.01% y la tasa de aceptacion de la
colonoscopia del 89.73%. En el afio 2022 se llegd a un 95% de cobertura de la poblacion

diana, pero la tasa de participacién bajo al 20% (4).

A1.7 Estadificacion clinica

Una vez establecido el diagnéstico de CCR, es necesario una estadificacion del tumor,
tanto localmente como a distancia para poder elegir la estrategia terapéutica mas

adecuada, asi como evaluar su pronostico.

La clasificacidbn mas utilizada para estadificar el CCR es la clasificaciéon Tumor, Node,
Metastasis (TNM) creada por el Comité Americano sobre el cancer (AJCC) y la unién
internacional para el control del cancer (UICC). La clasificacion mas reciente es la 8°
edicion de 2017 (54) (Anexo 1). Dicha clasificacion se basa en la utilizacion de diferentes
estadios segun la afectacién de las distintas capas del colon (T), la afectacion de

ganglios linfaticos (N) y la presencia o no de metastasis en otros 6rganos (M).

Otros datos clinico-analiticos que pueden ser importantes para la estadificacion y el
pronéstico del CCR son los niveles iniciales de antigeno carcinoembrionario (CEA),
la invasion perineural o linfovascular en el analisis patoldgico de la muestra quirdrgica,
la presencia de inestabilidad de los microsatélites ya que esta relacionada con la
respuesta a fluorpiridinas y la mutacion de los genes KRAS, NRAS, BRAF que estan
asociados a una pérdida de respuesta a dianas contra el receptor del factor de
crecimiento epidermoide (EGFR).

Por tanto, para una correcta estadificacion del CCR se necesitaran una analitica
sanguinea que incluya los niveles preoperatorios de CEA, hemograma, bioquimica
basica con pruebas de funcion hepética, coagulacion, pruebas de imagen, estudio
anatomopatolégico de la muestra quirdrgica y en algunas ocasiones pruebas de
medicina nuclear (PET-TC o tomografia por emisiobn de positrones) que permita

establecer la afectacion a distancia.
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- TC abdominopélvico: permite la estadificacion de (N) y (M) y descartar otras
complicaciones como obstruccion, perforacion o la formacion de fistulas. Es la técnica
mas utilizada en la estadificacion inicial junto al TC de toérax. Tiene una sensibilidad
elevada, cercana al 90 %, para detectar metastasis a distancia (55) y afectacion de los

ganglios linfaticos locales (56).

- TC toréacico: permite el diagnostico de metastasis a distancia, siendo de especial
relevancia en los tumores rectales debido a su drenaje venoso por la vena hemorroidal
que conecta directamente con la vena cava sin paso hepatico, produciéndose en un
elevado porcentaje metastasis pulmonares sin afectacion hepatica previa (57). En
determinados estudios (58), se aprecia hasta un 9 % de pacientes con afectacion

pulmonar por nédulos inespecificos, siendo un 10 % de estas metastasis.

- RM hepatica: es mas sensible para la afectacion hepética, pero se reserva en la
practica clinica para imagenes indeterminadas en el TC abdominal (59).

- RM pélvica: es la técnica de eleccion para la estadificacion local del cancer de recto,
junto a la ecoendoscopia endoanal. Permite localizar la neoformacién con respecto a la
reflexion peritoneal, teniendo esto unas implicaciones determinantes en el abordaje

quirurgico.

- Tomografia por emision de positrones / tomografia computarizada (PET/TC): es
una técnica mixta que combina los beneficios de un TC toracoabdominopélvico con las
ventajas de una prueba nuclear como es el PET (60). Permite combinar ambas técnicas,
descubriéndose la lesion morfol6gicamente mediante el TC y observando si dicha lesion
es capaz de captar fluorodesoxiglucosa F-18 (FDG), observandose con una tonalidad
anaranjada en el mapa morfolégico. No se realiza de rutina en la estadificacion del CCR,
pero puede ser Util en pacientes con elevados niveles de CEA y sospecha clinica de
recidiva, cuando mediante otras pruebas de imagen como el TC abdominopélvico o la
colonoscopia no se ha observado afectacién (61). También puede ser beneficioso en
pacientes con CCR y metastasis Unica en el higado, ya que permite dilucidar si hay otras
captaciones a otros niveles que contraindiquen la reseccion quirdrgica de dichas

lesiones.

- Ecoendoscopia endoanal: consiste en la utilizacién de un endoscopio el cual en su
punta tiene alojada una sonda ecogréfica. Permite junto a la RM pélvica la estadificaciéon

de (T) al poder discernir entre las distintas capas anatémicas del recto.
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A1.8 Tratamiento

A1.8.1 Estadios localizados

En primer lugar, debemos de diferenciar el CCR localizado del CCR metastasico, ya que

esta cuestion diferenciara el tratamiento utilizado.

El CCR localizado se define como el CCR que sélo afecta a una o a las distintas capas
colénicas (mucosa, submucosa, muscular propia, serosa) y/o a los ganglios linfaticos

que lo rodean.

Aproximadamente el 80 % de los diagnosticados se encuentran en esa fase. El
objetivo en esta etapa es resecar el tumor, el pediculo vascular que lo nutre y el sistema
linfatico al que drena. En esta fase el manejo sera quirlrgico con apoyo 0 no
quimioterdpico con la salvedad de algunos casos, los llamados tumores pT1 (afectan

hasta la submucosa coldnica).

A1.8.1.1 pT1. Adenocarcinoma sobre poélipo

Los adenocarcinomas sobre poélipos (pT1) estan localizados en la mucosa y/o en la
submucosa colénica, y se podria considerar la reseccion endoscoOpica
(mucosectomia o disecciébn submucosa) como curativa siempre y cuando presente una

reseccion completa en bloque y los siguientes criterios anatomopatolégicos:

e Bien/moderadamente diferenciado.

e Sésiles o planos con infiltracion submucosa < 1000 micras.
e Pediculados y nivel de Haggit 0,1,2 0 < 3000 micras (3 mm).
e Ausencia de budding o nidos celulares.

e Margen profundo no afecto > 1000 micras.

Cuando se cumplen dichos criterios, se estima un bajo riesgo de metastasis nodular,
y por tanto se recomienda una vigilancia activa con TC abdominopélvico y colonoscopias
de control. En cambio, si no presentan todos los anteriores criterios, la reseccion
endoscopica ha sido incompleta, o presentan criterios de riesgo intermedio o alto se
debera presentar el caso en un comité multidisciplinar para decidir una actitud de
vigilancia activa o reseccion quirargica una vez valorado al paciente de forma integral
(62):
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Criterios de riesgo intermedio:

- Sésiles o planos con infiltracion submucosa entre 1001-2000 micras.
- Pediculados nivel de Haggit 3 o infiltracion submucosa > 3000 micras.
- Margen profundo no valorable.

- Tamafo del CCR menor de 4000 micras (4 mm).

- Budding de bajo grado.

Criterios de riesgo alto:

- Grado alto, pobremente diferenciado.

- Sésiles o planos con infiltraciéon de > 2000 micras en profundidad.

- Tamafo de la anchura de la infiltraciébn submucosa del carcinoma > 4000 micras.
- Pediculados con nivel de Haggit 4 o > 3000 micras.

- Invasion linfética o vascular.

- Budding de alto grado.

- Margen profundo afecto menor de 1000 micras (1 mm).

A1.8.2 Estadios localmente avanzados

En las lesiones mas avanzadas es fundamental un estudio de extension completo como
nos referimos en anteriores epigrafes. En Andalucia, el Proceso Asistencial Integrado
del cancer colorrectal de la Junta de Andalucia (63), actualizado en 2018, nos aporta
una guia clinica a la que seguir en nuestra practica asistencial y en la que nos

basaremos a continuacion.

En estos estadios la reseccién quirurgica es la opcidn terapéutica de primera linea.
Se basa en la extirpacion del tejido tumoral junto con el pediculo vascular y el circuito
linfatico al que drena. Se recomienda unos margenes de seguridad de 5-7 centimetros
en el margen distal y para la estadificacion ganglionar apropiada se debe disponer de
al menos 12 ganglios linfaticos. Segun el estadio (Anexo 2) en el que se encuentre

el tumor se aplicara quimioterapia neoadyuvante/ adyuvante o no.

e Estadio I: no precisa quimioterapia. Esta indicada la reseccion quirdrgica con
margenes libres.
e Estadio Il: Aunque el beneficio de la quimioterapia adyuvante se ha establecido

inequivocamente para los pacientes con cancer de colon en estadio lll, su utilidad
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para los pacientes con enfermedad en estadio Il continda siendo debatida. La
cirugia como Unica terapia puede curar a mas del 80% de los pacientes con cancer
de colon en estadio I, y no se ha observado un beneficio claro en la supervivencia
general en los ensayos de terapia adyuvante. Por lo tanto, las guias actualmente
recomiendan que se considere la quimioterapia adyuvante para pacientes con
cancer de colon en estadio Il con caracteristicas clinicopatoldgicas de alto
riesgo, que pueden tener mas probabilidades de beneficiarse del tratamiento
adyuvante. Sin embargo, las definiciones actuales de "alto riesgo" son inadecuadas,
ya gque muchos pacientes con cancer con caracteristicas de alto riesgo no tienen
recurrencia de la enfermedad, mientras que algunos con enfermedad que se
considera de bajo riesgo si la tienen. Ademas, el beneficio en la supervivencia
conferido por la quimioterapia adyuvante sigue siendo escaso (<5%) incluso cuando
se trata selectivamente a pacientes con enfermedad de alto riesgo, y por lo tanto
muchos pacientes estdn expuestos a una quimioterapia innecesaria. Por tanto, se
valorara la indicaciébn de quimioterapia adyuvante tras la reseccién quirirgica
dependiendo de los factores de alto riesgo:

o TA4.

o Comorbilidad.

o Presencia de perforacion u obstruccion intestinal al diagndéstico.

o Pobremente diferenciado.

o Invasion vascular/perineural.

o Numero de ganglios analizados menor de 12.

o Ausencia de inestabilidad de microsatélites.

e Estadio lll: se recomienda adyuvancia con fluoropirimidinas combinadas con

oxaliplatino. En pacientes mayores de 70 afios y/o comorbilidad importante se

valorard el uso de fluoropirimidinas en monoterapia.

En estadios localmente avanzados en los que sea la enfermedad localmente irresecable
se aconseja el tratamiento con quimioterapia neoadyuvante como objetivo radical o
como objetivo de reduccion de carga tumoral para una revaloracion posterior hacia una

cirugia radical.

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

37



A1.8.3 Estadios avanzados. Metastasis a distancia

Para plantear el tratamiento quimioterapico en estadios avanzados es fundamental
obtener una biopsia de tejido tumoral, ya sea a través del tejido extirpado
quirurgicamente o mediante una biopsia endoscépica. Esto permitira crear un perfil
biomolecular del tumor, fundamental para plantear el tratamiento quimioterpico y el

pronostico posterior.
La decision terapéutica seleccionada dependeré de una serie de factores como:

e Estado general y comorbilidades.

e Numero y localizacién de las metastasis.

e Estado mutacional (K-RAS, N-RAS y BRAF), asi como presencia 0 no de
inestabilidad de los microsatélites.

e Localizacion del tumor primario.

e Tipo de tratamiento sistémico recibido en la adyuvancia.

e Deseo del paciente.

Se considerard la reseccion quirdrgica de las metastasis hepaticas y pulmonares
siempre que sea posible y seguida posteriormente de adyuvancia quimioterapica. Sera
planteable el uso de radioterapia externa en pacientes con metastasis pulmonares

seleccionadas.

En lo referente al tratamiento oncolégico quimioterapico, es un campo en continuo
desarrollo y avance cientifico, con modificacion constante de los esquemas
terapéuticos. En 1° linea terapéutica, la combinacion de FOLFOX (&cido folinico,
fluorouracilo y oxaliplatino), FOLFIRI (&cido folinico, fluorouracilo, irinotecan) y XELOX
(capacitabina y oxaliplatino) como esquemas quimioterapicos son similares,
independientemente del orden de secuencia y superiores al empleo de fluoropirimidinas
en monoterapia. Lo combinacion de FOLFOXIRI (&cido folinico, fluorouracilo,
oxaliplatino, irinotecan) asociado a antiangiogénicos como el Bevacizumab o no, puede

ser considerado en pacientes con buen estado general y sin comorbilidades.

El tratamiento de 2° linea se elegira en funcién del tratamiento utilizado en 1° linea. En
estos casos, sera muy Util completar los estudios biomoleculares si no se han realizado

al diagnostico en la muestra tumoral. Podemos incluir:
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e Mutacion K-RAS y NRAS: Utiles para plantear tratamiento con quimioterapicos anti-
EGFR en CCR metastasicos. Los tumores con mutaciones de los genes KRAS o
NRAS son resistentes a tratamiento con cetuximab o panitumumab. Esta
determinacion se recomienda en todos los CCR metastésicos. Estas
determinaciones se pueden realizar tanto en el tumor primario como en las
metastasis. Se recomienda la realizacion de los codones 12 y 13 del ex6n 2, del 59
y 61 del ex6n 3 y del 117 y 146 del exdn 4 antes de iniciar tratamiento con anti-
EFGR.

e HER2/NEU: se estudia su sobreexpresion (3% en general). Esta indicado en CCR
metastasicos y en tumores con KRAS y BRAF nativo refractarios a tratamiento con
antiEFGR. Su sobreexpresion posibilita el tratamiento con agentes anti
HER2/neu como el Trastuzumab y Lapatinib.

e Inestabilidad de los microsatélites/sistema de reparacion de errores de
emparejamiento: MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6.

e BRAF v600E: es una mutacion presente entre el 4-9% de los casos y que aporta una
resistencia contra agentes anti-EFGR (Cetuximab o Panitumumab). Se
recomienda su genotipado en pacientes metastasicos en estadio IV.

e Carga de mutacién tumoral: (TMB, por sus siglas en inglés): se define como el
namero de mutaciones somaticas detectadas por megabase de ADN tumoral (n°
mutaciones/Mb). El calculo del TMB se realiza utilizando paneles de Next Generation
Sequencing (NGS), que analizan el ADN tumoral para identificar mutaciones
somaticas en regiones especificas del genoma.

La evidencia cientifica actual sugiere que los tumores con TMB alto contienen un
gran namero de neoantigenos tumorales, que pueden ser reconocidos como no
propios por el sistema inmune. Esto facilita la activacion de las células T,
promoviendo una respuesta inmune especifica contra las células tumorales.

Este marcador biomolecular, aprobado por la FDA, esta indicado en pacientes con
alta carga tumoral metastasica irresecable que han progresado tras el tratamiento
inicial. Aungue su uso no se recomienda de manera sistematica en la practica clinica,
en pacientes con estas caracteristicas, el tratamiento con pembrolizumab puede

ofrecer ciertos beneficios (64).

En 2° linea de CCR avanzado se debe considerar el uso de quimioterapia en

combinacién con agentes antiEGFR o con agentes antiangiogénicos (63).
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En el tratamiento de 3° linea sera importante considerar el “performance status” del

paciente, valorando riesgo-beneficio de nuevas terapias y su toxicidad. Como opciones

en esta linea podemos distinguir los agentes antiEGFR aislados o0 en combinacion con

Irinotecan, Regorafenib o Trifluridina/Tipiracilo.

A.1.9 Prondstico

Los factores prondsticos mas importantes del cancer CCR son su clasificacién segun

TNM y el estadio al diagnéstico (65). Podemos distinguir otros factores prondsticos

anatomopatolégicos/quirdrgicos, clinicos y moleculares:

e Factores anatomopatoldgicos y quirdrgicos:

@)

Extension local del tumor: la invasion de la serosa esta relacionado con un mayor
riesgo de extensién peritoneal (66).

Tamario: un tamafio mayor de 4.5 centimetros es un factor predictivo de riesgo
independiente para un peor prondstico (67).

Localizacion: los tumores que afectan a colon ascendente tienen un peor
prondstico que los de colon descendente, debido a un debut clinico posterior al
ser los del margen derecho mas silentes que los izquierdos y a una relacion con
las alteraciones biomoleculares méas frecuentes en estos segmentos (BRAF-
KRAS mas frecuentemente afectado en los derechos).

Integridad de los margenes tras intervencion: una reseccion circunferencial RO
indica que los margenes resecados se encuentran libres histopatolégicamente
de tumor. En cambio, el R1 indica méargenes microscépicamente afectos y el R2
informa de tejido residual macroscopico no resecado (68).

Margen circunferencial de reseccion: el margen de reseccion circunferencial
corresponde a la superficie sin peritoneo que se ha resecado quirirgicamente.
Se utiliza en los segmentos de colon y recto que no estan recubiertos o estan
parcialmente cubiertos por peritoneo. Su relevancia clinica se debe a que si el
punto de penetracion del tumor estd en la cara mesentérica puede condicionar
una afectacion local y considerarse una reseccion con margenes afectos,
implicando una mayor tasa de recidiva local. Es un factor prondstico clave en el
cancer de recto (69).

Micrometastasis nodales: la presencia de agrupaciones de células tumorales de

més de 2 mm en los nodulos linfaticos esta relacionada con peor prondstico (70).
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o Depoésitos tumorales no ganglionares: los depdsitos tumorales no ganglionares
en el territorio de drenaje linfatico del tumor (grasa pericélico o perirrectal y el
mesenterio adyacente) sin identificarse una estructura linfatica representan un
factor prondstico adverso. En la 8° edicion de la clasificacion TNM (Anexo 2) se
codifica como N1c y se consideran equivalente a las metastasis
ganglionares (71)(72).

o Invasién linfovascular: ambos representan factores prondsticos independientes.
Dicha afectacion también puede producirse en pdlipos colonicos y también
representa un factor prondstico adverso, como en el caso de los pT1 resecados
con afectacién linfovascular (73).

o Invasién perineural: representa un factor de alto riesgo en el estadio Il y puede
significar la necesidad de quimioterapia adyuvante tras la reseccion (74).

o Grado histolégico: es un factor independiente, no obstante, es subjetivo y con
variabilidad interobservador. Por otra parte, cuando la variante es de células en
anillo de sello representa una mayor virulencia y un peor prondstico (75).

o Budding tumoral o gemacion: consiste en la afectacibn microscopica y la
formacion de nidos de células tumorales en los margenes afectados por tejido
tumoral. Representa un paso precoz de la metastatizacién a otros tejidos.
Se clasifican en 3 escalones: Budding 1: (1-3 nidos celulares), Budding 2: (3-10
nidos); Budding 3: > 10 nidos celulares, representando este un factor de alto
riesgo en el estadio Il (76).

e Factores clinicos-analiticos:

o Obstruccion, estenosis o perforacion coldnica: representan una carga tumoral
importante y por tanto peor prondstico. Los tumores estenéticos tienen peor
prondstico por el riesgo de obstruccion consecuente y la necesidad de una
intervencion quirdrgica urgente que impida una correcta valoracién previa de la
enfermedad a distancia. En los casos de perforacion podria provocar una
extension de la enfermedad por contigtidad (77)(78).

o Niveles preoperatorios de CEA: niveles preoperatorios mayores de 5.0 ng/mL
representan un factor prondstico adverso (79).

e Factores moleculares: Es un campo en investigacion y que promovera numerosos
avances en los proximos afios. Actualmente el tnico factor investigado de rutina en
estadios precoces en la practica clinica es la inestabilidad de los microsatélites.
o Inestabilidad de los microsatélites: Mutaciones en al menos 1 de los genes

reparadores estan asociado al sindrome de Lynch, aunque también se puede
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encontrar en el 15-20 % de los canceres de colon esporadicos. La inestabilidad
de los microsatélites confiere un factor de buen prondstico en estadios
precoces, al contrario que en estadios avanzados (metastasicos) ya que suele
estar asociados con mutaciones en el gen BRAF V600E y resistencia a farmacos
(80)(81). Por otra parte, la inestabilidad de los microsatélites también permite el
uso de inmunoterapia lo que aporta otra diana adicional en estos casos.

o KRAS y N-RAS: son factores prondsticos en los CCR metastasicos. La mutaciéon
de K-RAS en el codon 12 o 13 del exdn 2 esta presente en el 12-75% de los
tumores (82). Su mutacion adquiere resistencia al tumor a la terapia anti-
EGFR (83).

o BRAF v-600E: esta presente en un 10 % de los tumores esporadicos, sobre todo
en pacientes fumadores. Es un factor prondstico negativo en tumores en estadios
precoces y avanzados que no asocian inestabilidad de los microsatélites (84). La
mutacion BRAF debe testarse en tumores con inestabilidad de los
microsatélites por pérdida de funcion del MLH1. La presencia de mutacion
en BRAF favorece que se trate de un tumor esporadico, pero su ausencia no
excluye el sindrome de Lynch (85).

Una vez analizados los principales factores pronésticos del CCR, la supervivencia CCR
a 5 afos en Estados Unidos (EE. UU.) en el periodo recogido entre 2011 y 2017 es del
64.7 %, representando un 8.7% de todas las muertes por cancer. Descifrando los
porcentajes por estadios, el localizado presenta una supervivencia a 5 afios del 37%, el
localmente avanzado del 36% y el metastasico del 22% (86). En Espafa, la
supervivencia del CCR a 1,3 y 5 afios ha sido recogida por la red REDECAN en Espafa
desde el afio 2004 al 2013, siendo su Ultima actualizacion en 2013 y representando en
58% de supervivencia global a los 5 afios (4)(87). Estas cifras son similares a las de EE.
UU. y su discrepancia a favor del estudio mas reciente podria estar relacionada con los

avances en los ultimos afios en materia de tratamiento y diagnéstico precoz.

Supervivencia (%) Mujeres Hombres
1 afio 78.6% 77.2%
3 afios 65.2% 63.7%
5 afios 59.8% 57.5%

Supervivencia a 5 afios Mujeres Hombres

Edad 15-44 anos 69.6% 66.6%
Edad 45-54 afios 66.7% 64.8%
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Edad 55-64 afos 67.4%
Edad 65-74 afios 61.1%
Edad 75-99 afnos 47.1%

62%
59%
47.1%

Supervivencia a 5 afios
Estadio |
Estadio Il
Estadio llI

Estadio IV
Tabla 1 A-B-C: Supervivencia estimada de CCR.
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A2. CARCINOGENESIS DEL CANCER COLORRECTAL

La carcinogénesis es el proceso por el cual las células adquieren un
comportamiento invasivo. Este proceso se debe a alteraciones genéticas de los
sistemas de proliferacién, regulacion y diferenciacion celular. EI CCR puede agruparse

segun 3 patrones diferenciados:

- Céncer esporadico: en este patrén no hay antecedentes familiares de CCR vy
representa el 70% de los casos. Esta relacionado con factores de riesgo como la edad,
la dieta y factores medioambientales. Se producen por mutaciones genéticas a nivel

somatico.

- Cancer genético: en este patron hay una relacion con generaciones anteriores y suelen
estar relacionados con sindromes. Representa un 10% de los CCR y se pueden
distinguir segun la presencia o no de polipos como manifestacién clinica principal en:
sindromes asociados a poliposis 0 no asociados a poliposis. Podemos distinguir dentro
de los primeros al sindrome de Lynch, la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF), las
poliposis asociadas al gen MUTYH, las poliposis hamartomatosas (PTEN, Peutz-
Jeghers, poliposis juvenil, sindrome de Cowden). Su diagnéstico es posible en muchas
ocasiones mediante paneles genéticos que identifican la mutacion. Se producen por

mutaciones a nivel germinal.

- Cancer familiar: este patrén representa al 20 % de los casos. Afecta a personas con
antecedentes familiares de CCR, sobre todo de 1° grado (hijos, padres o hermanos)
pero que no forman parte de los sindromes anteriormente reflejados. Se producen por
alteraciones genéticas con baja penetrancia o alteraciones complejas en “locis”

susceptibles con efecto sumatorio.

El primer modelo de carcinogénesis del CCR fue postulado en la década de los noventa
del siglo anterior por Fearon y Vogelstein proponiendo un modelo genético multidiana
de carcinogénesis (88). Desde entonces, los avances cientificos han permitido descubrir
y desarrollar el conocimiento de las nuevas vias de carcinogénesis del CCR, ya que es
un tumor con una gran heterogenicidad genética. Si bien, aln es necesario profundizar
en el conocimiento sobre las diversas vias moleculares y biologicas implicadas en la
carcinogénesis. El CCR puede estar producido por docenas de mutaciones somaticas

o por alteraciones germinales. El CCR se clasifica en hipermutado (cuando presenta
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més de 12 mutaciones por 1.000.000 de bases) o no hipermutado (menos de 8

mutaciones por cada millon de bases) (89).

Se distinguen 3 vias fundamentales de carcinogénesis como son la via de la
inestabilidad cromosdmica (CIN), la via de la inestabilidad de los microsatélites
(MSI) y lavia de la neoplasia serrada (90). Estas vias carcinogénicas pueden originar
el CCR de forma individual o puede haber solapamiento entre ellas, dando lugar a una
mayor heterogenicidad tumoral.

A2.1 Via tradicional o de inestabilidad de los cromosomas (CIN).

Es la primera via descrita, aunque su conocimiento se ha ido actualizando y
completando progresivamente con la aparicién de nuevos trabajos cientificos. Se basa
en una alteracion gradual, sumatoria o modelo de “sucesivos impactos” debido a
mutaciones progresivas de los distintos mecanismos de regulacién de la proliferacién y
supresion de tumores. Describe como la mayoria de los CCR proceden de pdlipos
precancerosos que degeneran debido a la alteracidén de los mecanismos de reparacion
del ADN vy a la proliferacion celular (88). Esto se fundamenta en que se necesita una
cierta renovacion epitelial que sucede en la base de las criptas intestinales y que a
medida que se van degenerando avanzan por la cripta hacia el lumen para continuar
con el proceso de apoptosis. En esta ruta, el proceso se ve alterado, resultando en la
formacién de pequefios adenomas que, con el tiempo, debido a mutaciones
acumulativas y pérdidas sucesivas de la funcion de los mecanismos reguladores,
aumentan de tamafio y de potencial de malignizacién. Este crecimiento se debe a su
progresion hacia una displasia de mayor grado, avanzando gradualmente hasta

evolucionar en un carcinoma con potencial invasivo.

No todos los adenomas de bajo grado evolucionan a carcinoma, se necesitan una
serie de alteraciones especificas y con un orden determinado para que esta
secuenciadegenere. El tiempo estimado de la secuencia adenoma-carcinoma segun
esta via se estima en unos 10 afios, con el consiguiente significado clinico que tiene
este evento en los plazos de seguimiento endoscopico. La mayoria de las guias clinicas
actuales se basan en este modelo para fijar los plazos de seguimiento mediante

colonoscopias regladas.

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

45



La alteracion de la via CIN en alguno de sus niveles se observa en un 75-80% de los
CCR esporadicos y en algunos sindromes polipdsicos como la PAF y la poliposis ligada
al MUTYH y se caracteriza por cambios cromosémicos que incluyen alteraciones
genéticas sométicas o germinales en el caso de las poliposis, causadas por deleciones,
inserciones, aneuploidias, silenciamiento, amplificaciones o pérdida de heterocigosidad
en los genes supresores de tumores (APC y p53) y/o activaciones de los genes de la
familia RAS, RAF y PI3K (91). Es una via que produce tumores no hipermutados
debido a la escasez de mutaciones en los pares de bases. Las distintas vias que a
continuacién desarrollaremos pueden ser afectadas en su conjunto o sélo algunas de

forma parcial.

A2.1.1 Via de sefializacion de WNT/APC/Beta-Catenina

El inicio de esta cascada se debe a la modificacion del gen que codifica la proteina APC
(adenomatous polyposis coli) produciéndole una pérdida de funcionamiento o
truncamiento que provoca una cascada de errores (92). Para ello necesita la pérdida de
funcionamiento de los dos alelos. La funcién de la proteina APC es degradar la beta-
catenina citoplasmatica al conjugarse con la ubiquitina. Al truncarse la APC, la beta-
catenina se acumula y facilita la adhesion celular, asi como interrelaciona con la via del
gen WNT1 (93). El gen WNT1 codifica una proteina que actia en la sefalizacion
extracelular y ademas ejerce como factor de crecimiento, por lo que su activacién inhibe
la actividad de la quinasa GSK3-beta impidiendo la degradacidn de la beta-catetina
citoplasmatica anteriormente comentada, y por tanto favoreciendo su acumulacién y
paso al nacleo donde activa a genes como el oncogen c-MYC, el gen de la ciclina D1
(CCND1) y los genes del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que en
situaciones normales se encuentra reprimidos (94). La alteracién de la WNTL1 esta

activada en practicamente todos los tumores con inestabilidad cromosémica.

Por otra parte, c-MYC es un oncogen que regula la progresion del ciclo celular, el
metabolismo y la apoptosis, observdndose una amplificacion de este gen en la mayoria
de CCR.
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A2.1.2 Via de sefalizacion del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

EGFR es un factor de crecimiento y progresion tumoral que afecta la regulacion de
mecanismos de proliferacion, angiogénesis, invasion y metéstasis (95). La familia del
receptor EGFR comprende 4 moléculas: HER1, HER2, HER3 y HER4. La activacion de
esta via se puede realizar por union de ligando especificos del EGFR o por mutacién de
los efectores del EGFR, cuestion clave debido a que provocaria una resistencia a
farmacos anti-EFGR (96). Dicha activacion independiente se puede realizar por
mutacién de las vias RAS/RAF/MEK/MAPK o por la via PI3BK/PTEN/AKT/mTOR.

A2.1.2.1 Via sefalizacion RAS/RAF/MEK/MAPK (Via de las MAPs quinasas)

La mutacién en el gen de la familia RAS (K-RAS, H-RAS y N-RAS) surge generalmente
de forma posterior a la mutacién del gen APC en la via tradicional y se observa en el
40% de los tumores CCR. La familia RAS son reguladores de sefializacion del EGFR y
actua fosforilando y activando a la familia de las RAF, que estas a su vez ejercen accion
sobre las proteinas MEK y MAPK (conocidas como MAP quinasas) ayudando a la

proliferacién y supervivencia celular (96).

Cuando se produce una mutacién en la familia RAS (generalmente en el codén 12) se
produce una activacién continua de RAF (en esta via BRAF, que es su principal efectora)
y posteriormente de MEK y MAPK que desemboca en una estimulacién celular continua
y provoca el crecimiento, progresion del ciclo celular de la fase G1-S, la estimulacién de

la angiogénesis inducida por tumor y la invasién y metastasis (97).

Por otra parte, BRAF se encuentra mutada en un 13% de los CCR, siendo su mutacion
mas frecuente la V600E (99% de los casos) (98). Por tanto, la mutacién de BRAF en
estos casos provocaria su activacion independiente de EGFR y seria un

mecanismo de resistencia a terapia anti-EGFR.

A2.1.2.2 Via sefializacion PISK/AKT/mTOR/PTEN

La via PIBK/AKT/mTOR comienza con la activacion PI3K por el EGFR, quinasa que
activa a PIP2 convirtiéndose en PIP3, que a su vez también puede ser activada

directamente por K-RAS, proceso clave en esta via (96). Este paso de PIP2 a PIP3
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puede ser regulado por la fosfatasa homéloga del tensinégeno (PTEN) ejerciendo de
proteina supresora tumoral. PIP3 fosforila AKT y PDK1 que activan a los complejos
MTOR 1y 2 activando el metabolismo tumoral, incrementando movilidad, adquiriendo
resistencia a la apoptosis y un aumento de angiogénesis tumoral y progresion del ciclo

celular.

Mutaciones en el gen PTEN desregularian a PI3K y por tanto activaria la via del factor
de crecimiento independientemente, provocando resistencia a los farmacos anti-
EGFR (99).

A2.1.3 Viade sefializacion de MET

El MET es un protooncogén que codifica una proteina cuyo ligando es el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) que juega un papel fundamental en la regeneracion
de los tejidos. Alteraciones en esta via afectan a los procesos de proliferacién, apoptosis
y migracion celular (96). Su efecto lo ejercen activando a las dos vias anteriores,
actuando sobre AKT (via PIBK/AKT/mTOR) y sobre la familia RAS (via MAPs quinasa)
produciendo los mismos efectos comentados anteriormente. Ademas, MET favorece la
angiogénesis ya que es un inductor del VEGF tipo A y un inhibidor de la
trombospondina-1, dando lugar a un aumento de la vascularizacion tumoral (100). En el
caso de CCR, se ha observado que en ausencia de mutacion de la familia RAS y cuando
existe sobreexpresion del factor de crecimiento tumoral alfa (TGF-alfa) como ligando de
EGFR se podria dar lugar a la activacion de la via MET, por lo que también seria causa
de resistencia frente a terapias anti-EGFR (101).

A2.1.4 Via del gen supresor TP53

El gen TP53 esta situado en el cromosoma 17p. Es el gen mutado mas frecuente en
todos los tipos de cancer y su producto, la proteina p53, es una de las proteinas mas
importantes del ciclo replicativo puesto que regula la transcripcion de genes que
intervienen en la reparacion del ADN y en las respuestas celulares al estrés oxidativo
deteniendo el ciclo ante estimulos como la hipoxia que podrian dafiar el ADN (102). La
pérdida de funcion de p53 se observa en adenomas avanzados y en carcinomas
iniciales interviniendo en la etapa tardia de la tumorogénesis (91). El 60% de los tumores
CCR tienen alterado la funcion de p53, siendo mayor el porcentaje en edades

tempranas.
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A2.1.5 Via de la activacion de la prostaglandina-endoperoéxido sintasa 2 (COX-2)

Su accion fundamental es convertir el &cido araquidonico libre en prostanoides como la
prostaglandina 2, que regulan la proliferacion de células tumorales colorrectales,
interviniendo en la angiogénesis tumoral y contribuyendo en las actividades invasivas y
migratorias de las células tumorales de CCR, sobre todo en las primeras etapas, ya que
aumenta el tejido estromal y sirve como base de sustentacion al tumor (102). Esta accion
podria explicar la accion de farmacos inhibidores de COX como los antiinflamatorios no
esteroideos y el acido acetilsalicilico a bajas dosis en la reduccién del riesgo de
desarrollo del CCR en adultos (90).

A2.1.6 Via del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta)

Forma parte de una familia de 5 genes (TFG-beta 1 al TFG-beta 5). Se unen a 3 tipos
de receptores denominados tipo 1,2 y 3 del TFG-beta. Estos factores transformantes
son producidos por el tumor en fases avanzadas y aportan capacidades de adhesion
tisular y celular, favoreciendo el proceso metastasico (96). También intervienen en el
mantenimiento de las células madre pluripotenciales y en la transicién epitelio-

mesénquima (103).

A2.2 Viade lainestabilidad de los microsatélites (MSI)

Esta via se considera una via de hipermutacién, ya que presenta numerosas
mutaciones de pares de bases de ADN somatico o germinal. En esta via se produce la
mutacion de los genes de reparacion de errores del ADN o como se conoce en inglés
"mismatch repair* (MMR) como son los genes MLH1, MSH2, MSH6, PSM1 PMS2 o
una alteracién en EPCAM, molécula que codifica una proteina que regula a MSH2,
causando una inestabilidad o errores en las regiones de los microsatélites de ADN (91).
Estos microsatélites son secuencias en tandem de bases repetidas que son procesados
por la ADN polimerasa. En condiciones normales, estos errores se solucionan mediante
la escision de ese fragmento, pero cuando se encuentran mutadas las proteinas de la
familia MMR se produce un error en este sistema produciendo una proteina no funcional

por hipermutacion (90).
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La inestabilidad de los microsatélites se observa en cerca del 15% de los CCR
esporadicos y en casi todos los CCR en pacientes con sindrome de Lynch (104). En el
caso de los tumores esporadicos, esta pérdida de funcion se produce por
hipermetilacién, generalmente del gen MLH1, provocando su silenciamiento, mientras
que en los sindromes de CCR hereditario como el anterior se produce por mutaciones

en la linea germinal.

Esta via también se puede combinar con mutaciones anteriormente comentadas en la
via de la inestabilidad cromosémica como la mutaciéon de APC, BRAF V600E y pT53,
pero son menos frecuentes que en la via tradicional. Una vez que se inicia la via de la
inestabilidad, la secuencia adenoma-carcinoma suele ser mas rapida que en la via
tradicional, desarrollandose el CCR en 1-3 afios, siendo también este aspecto
fundamental en el seguimiento y tratamiento de los pacientes (105). La presencia o no
de inestabilidad de los microsatélites se realiza de rutina en todos los CCR por consenso
mediante inmunohistoquimica para su estadificacion. Pacientes con alta inestabilidad

de los microsatélites pueden beneficiarse de terapia con anti-PD-L1 (106).

A2.3 Via serrada

La tercera ruta de la carcinogénesis es la ruta serrada, la cual ha sido descrita en los
ultimos afios. Esta via da lugar a los pélipos serrados, poélipos que hasta hace pocos
aflos pasaban desapercibidos en su gran mayoria por su dificultad de deteccién con la
luz blanca endoscopica, pero que con los avances endoscépicos suponen un mayor
grado de deteccion que en épocas previas. Se estima que esta via podria dar lugar al
15 % de los CCR y ser causa de la mayoria de los carcinomas de intervalo (107).
Esta relacionada con la obesidad y el consumo de tabaco, siendo su etiologia
fundamentalmente ambiental, aunque también hay algunos genes asociados como el
gen RNF43, siendo su afectaciéon muy inusual. Los pélipos serrados son un grupo
heterogéneo de lesiones caracterizadas por un patrén en dientes de sierra en las criptas
al analisis anatomopatoldgico, y que incluyen pélipos hiperplasicos benignos, adenomas

serrados tradicionales y adenomas serrados sésiles.

La via serrada es una ruta de carcinogénesis acelerada si la comparamos con la
tradicional, asemejandose a la ruta de los microsatélites con inestabilidad alta. En esta

via destaca la mutacion V600E del BRAF, ya comentado en anteriores epigrafes y
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gue produciria una activacion continua de la via de las MAPs quinasas, siendo una diana

poco frecuente en la via tradicional (90).

Tras la mutacion de BRAF, los tumores de estirpe serrada podrian originarse segun dos
vias. Por una parte, la via convergente de la ruta de la inestabilidad de los microsatélites
caracterizadas por alteraciones en los genes MMR dando a un perfil similar a los
tumores de la via de MSI y siendo tipica de los adenomas serrados sésiles. En la otra
via alternativa, tras la mutacion de BRAF, se producen mutaciones de p53, la activacién
de WNT no dependiente de truncamientos de APC, la produccién de TGFB y una menor
supervivencia, siendo tipicas estas alteraciones de los adenomas serrados tradicionales
(90).

En ambas vias serradas, se produce también caracteristicamente una hipermetilacion
de islas CpG, grupos de dinucle6tidos de citosina y guanina que provocan el
silenciamiento genético de genes supresores y la progresion tumoral (108).

A2.4 Clasificacion Molecular del CCR

Una vez definidas los distintos modelos de carcinogénesis mas importantes y las vias
implicadas, en 2015 se publicé "The Consensus Molecular Subtypes of Colorectal
Cancer", en el que tras el andlisis de 18 conjuntos de datos mediante “Next Generation
Sequencing” (NGS) se incluyeron 4.151 pacientes y se clasificaron en 4 subtipos
moleculares de CCR incluyendo a 3.104 muestras de las 4.151 (un 13 % no

correspondieron a ningun subtipo) (109).

- CMS1. Subtipo inmune: Se caracteriza por la presencia de alta inestabilidad de los
microsatélites, fenotipo metilador de islas CpG y mutacién BRAF frecuente. Tiene bajo
namero de mutaciones somaticas y peor pronostico. Representa el 14 % de los CCR.
Clinicamente tienen peor pronéstico debido a la mutacion BRAF, aungue en ellos se

puede utilizar farmacos inmunoterapicos.

- CMS2. Subtipo candnico: Tiene alto nimero de mutaciones somaticas, y sin
inestabilidad de los microsatélites. Tienen mutacion de la via WNT y de los oncogenes
c-MYC, alta expresion de EGFR y mutacion de TP53. Representa el 37% de los CCR y
tienen un prondstico intermedio. Se recomienda en este subtipo tratamiento con anti-

EGFR como panitumumab y cetuximab.

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

51



- CMS3. Subtipo metabdlico: Tienen caracteristicas intermedias. Baja presencia de
mutaciones somaticas, activacion moderada de WNT y c¢c-MYC, inestabilidad de los
microsatélites variable, mutacion de K-RAS, PIK3 frecuente y sobreexpresién del gen

IGBP3. Se recomienda tratamiento con antiangiogénicos como Bevacizumab

- CMS4. Subtipo mesenquiméatico: Tiene alta tasa de mutaciones somaticas, alta
concentracion de TGB-bm, angiogénesis y citoquinas proinflamatorias. Se recomienda
tratamiento con Irinotecan o inhibidores de TGF-beta (Galunisertib o Fresolimumab)

aunqgue estos ultimos aun estan en fase de estudio.

Tipo CMS 1 CMS 2 CMS 3 CMS 4
14% 37% 13% 23%
Heler:1lb2 ooy Colon derecho Colon Sin Colon
mas frecuente izquierdo, predominancia izquierdo,
sigma y recto sigma y recto
Perfil CIMP alto MSI  APC mutado CIMP alto SCNA alto
genoémico alto SCNA alto SCNA bajo
predominante Mutacién MSI variable
BRAF Mutacion
KRAS
Terapias Inmunoterapia Anti-EGFR Anti- Inhibidores de
propuestas o QT con (Panitumumab  angiogénicos TGF-beta
en Irinotecan + y Cetuximab) (Bevacizumab) Irinotecan
investigacion Cetuximab +
Vemurafenib
Otras Infiltracion y Activacion de  Desregulacion Infiltracion
caracteristicas activacion vias c-MYCy metabdlica estromal
inmune WNT Activacion
TGB-beta

Angiogénesis
Tabla 2: Clasificacibn molecular del CCR. Adaptado de: Gonzalez J, Valenzuela G,

Ahumada M. Clasificacion molecular del cancer colorrectal, su impacto prondéstico y
terapéutico: un paso crucial hacia la medicina personalizada. Rev Hosp Clin Univ Chile
2020; 31: 231-41. Abreviaturas: MSI: Inestabilidad microsatelital. CIMP: Fenotipo
metilador de islas CpG. SCNA: Alteracion de nimero de copias somaticas. Anti-EGFR:

inhibidores del factor de crecimiento epitelial.
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A3. BIOPSIA LIQUIDA EN CANCER DE COLON.

A3.1 Concepto de biopsia liquida

La biopsia liquida (BL), segun la definicién de la Sociedad Internacional de Biopsia
Liquida (ISLB), es un examen minimamente invasivo que utiliza fluidos corporales
(orina, sangre, semen, saliva, esputo, liquido cefalorraquideo, etc) para identificar
biomarcadores circulantes asociados a una enfermedad. El propésito es recopilar

informacién diagnostica, prondstica o predictiva de la enfermedad.

Durante los ultimos 15 afios, esta area del conocimiento ha experimentado un desarrollo
exponencial, especialmente en los ultimos 10 afios, sobre todo en el campo de la
oncologia. Se han desarrollado numerosas técnicas que han ampliado el conocimiento
sobre la heterogeneidad tumoral, o que permite identificar diferentes subpoblaciones
tumorales y comprender sus mecanismos de adaptacion, resistencia y seleccion positiva

ante diversos tratamientos antitumorales (110).

Este avance ha llevado a la identificacion de clones tumorales mas resistentes,
permitiendo anticipar estos cambios en la practica clinica y modificar estrategias
terapéuticas previamente a que se manifieste el fracaso terapéutico, algo que no seria
posible con las técnicas tradicionales como las biopsias de tejido o las pruebas de
imagen. Ademas, la biopsia liquida permite conocer el perfil biomolecular del tumor

en diferentes etapas sin necesidad de recurrir a procedimientos invasivos.

Comparada con la biopsia tisular, la BL presenta como principal ventaja la capacidad de
detectar la heterogeneidad tumoral en tiempo real. Esto se diferencia de la biopsia
tisular, donde solo se obtiene informacion biolégica de un fragmento de tejido y en un

momento especifico.

Otra ventaja, posiblemente la mas significativa, es la capacidad de realizar analisis de
forma secuencial para observar la evolucion de la enfermedad en cada paciente y como
responde al tratamiento administrado. Esto permite anticiparse a posibles recaidas y
resistencias tumorales potenciales, ya que se monitorea en tiempo real la situacion del

paciente (111).

En este aspecto, es justo destacar el papel fundamental que ha desarrollado el centro
granadino Genyo, siendo un referente regional, nacional e internacional en la

investigacion de la biopsia liquida. Esta importancia cobr6 especial relevancia tras la
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creacion en 2016 de la ISLB, organizacion que aglutina a multitud de grupos
internacionales lideres en el campo de la biopsia liquida, facilitando la integracién del
conocimiento y el acceso a los avances mas novedosos en este campo, permitiendo

comprender y aglutinar todo el conocimiento obtenido (110).

Entre las limitaciones de la BL, destaca la falta de protocolos estandarizados para su
implementacion en la clinica. Esto ha provocado que su implantacion en la practica
clinica sea progresiva pero aun en desarrollo. La biopsia liquida ain no se considera un
procedimiento de prueba estandar, aunque se esta implantando progresivamente. La
biopsia de tejido sigue siendo el estandar para la confirmacion y el diagndstico de
enfermedades, incluidos varios tipos de cancer, y para la determinacién de las
caracteristicas de una enfermedad. En la actualidad, la biopsia liquida se utiliza como
reemplazo de la prueba de biopsia de tejido, solo en el caso del ADN circulante tumoral,
cuando la muestra de biopsia convencional no es de buena calidad o no es posible
obtenerla y solo en el caso de algunas enfermedades tumorales y estadios definidos:
pulmén y colon metastasicos. La biopsia liquida es en la actualidad una prueba

complementaria a la biopsia de tejido (112).

Si bien el ADN circulante tumoral (ctDNA) ha sido aceptado como un marcador
prondstico independiente en diversos tipos de cancer, incluido el cancer de colon en
estadios metastasicos, su utilidad no estd igualmente establecida en estadios
tempranos. En cuanto a las células tumorales circulantes (CTCs), la Sociedad
Internacional de Biopsia Liquida (ISLB) destaca la necesidad de ensayos clinicos
adicionales que demuestren su validez y utilidad clinica, tanto en estadios iniciales como

en contextos metastasicos (113).

Todavia existen desafios en la sensibilidad de la prueba. Dado que las células tumorales
o el ADN circulante son relativamente raros en comparacién con el nimero de moléculas
hematoldgicas encontradas en una muestra de sangre, por lo que existen desafios en

la capacidad de deteccién de la prueba.

En referencia al CCR, la biopsia liquida es un campo muy prometedor, no solo en los
estadios avanzados, donde el ctDNA es utilizado en la practica clinica para detectar los
perfiles de resistencia tumoral frente a farmacos anti-EGFR, fluoropirimidinas o
antiangiogénicos permitiendo cambios precoces en el tratamiento. En el caso de los
estadios precoces, objeto de estudio de esta tesis doctoral, la biopsia liquida tiene un

papel destacado en la idea de intercepcion del cancer o “cancer interception”,
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concepto en inglés que hace referencia a la deteccién del cancer en sus etapas
precoces. Dicho término sera utilizado a lo largo de la tesis. El concepto “cancer
interception” implica la identificacion de biomarcadores que puedan predecir con
antelacion el potencial riesgo de desarrollo de cancer o de una progresién a la
metastasis, e incluye el analisis tanto de alteraciones genéticas y epigenéticas,
asicomo deladeteccion de células tumorales circulantes en individuos de riesgo,
y laimplementacién de estrategias terapéuticas para prevenir el inicio del cancer

y detener su desarrollo (114).

A3.2 Tipos de biopsia liguida

El espectro de la biopsia liquida cada vez es mas amplio como hemos comentado
anteriormente y podemos distinguir distintos elementos analizados en diferentes fluidos
corporales. En esta tesis el objetivo de estudio se centra en biomarcadores detectados

en los distintos componentes sanguineos:
v' Plasma:
Dentro del plasma se pueden identificar:

- Vesiculas extracelulares (EVs): pueden dividirse ampliamente en dos categorias,
ectosomas y exosomas. Los ectosomas son vesiculas que se desprenden de la
superficie de la membrana plasméatica mediante una protrusion hacia afuera, e incluyen
microvesiculas, microparticulas y vesiculas grandes en un rango de tamafio de
aproximadamente 50 nm a 1 ym de diametro. Los exosomas son EVs con un rango de
tamafio de aproximadamente 40 a 160 nm (promedio de aproximadamente 100 nm) de
didmetro y tienen un origen endosomal. Dependiendo de la célula de origen, las EVs,
incluidos los exosomas, pueden contener muchos constituyentes de una célula,
incluyendo ADN, ARN, lipidos, metabolitos, proteinas citosoélicas y de superficie celular
(115).

- Proteinas: El estudio de la proteébmica mediante BL es un campo en avance, si bien,
es dificultoso poder examinarlo, ya que se incluyen unos 25000 genes traducibles a
proteinas dentro del genoma humano, abarcando a mas de un millén de proteoformas
diferentes a través de la regulacion epigenética de esta. Ademas, esta protedmica esta

sometida a distintos estimulos y cambios que hacen que sea mucho mas dinamica que
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el genoma humano. Actualmente la mayoria de los estudios relacionados con BL y
protedmica se relacionan con diagnéstico precoz, usando espectrometria de masas
para deteccibn de marcadores tumorales; ensayos antigeno/anticuerpos, Utiles en
diagnéstico precoz del cancer de vejiga y de ovario y el estudio de aptdmeros u

oligonucleétidos, utilizados como screening de adenomas o CCR precoz (116).

- MicroARN (miRNA): Los microARN son un grupo altamente conservado de pequefas
moléculas de ARN no codificante, que tienen un tamafio de 19 a 25 nucleétidos y que
desempefan una funcidon crucial en la regulacion genética postranscripcional.
Anteriormente considerados desechos evolutivos sin una funcién evidente, se ha
descubierto que estos pequefios ARN controlan principalmente la expresidn génica
con la capacidad de silenciar genes. Los microARN son cruciales para la fisiologia
celular y el desarrollo. También estan implicados en procesos patolégicos como
enfermedades autoinmunes, infecciones virales y carcinogénesis. Pueden regular el
microambiente tumoral, afectar a la angiogénesis o a la interaccion estromal de
las células tumorales. La desregulacion de estos podria implicar el desarrollo de la
tumorogénesis. Los microARN regulados negativamente podrian funcionar como
supresores de tumores al reprimir los oncogenes mientras que los microARN
sobreexpresados podrian funcionar como oncogenes al suprimir los supresores de
tumores. Numerosos micro-ARN estan relacionados con el CCR. Destacan la presencia
de microARN con funcién supresora como son: miR-145, miR-143, miR-194, miR-34,
miR-28, miR-93, miR-126, miR-27b, miR-18-3p. Con funcion oncogénica, la pérdida del
miR-122 podria estar relacionada con el CCR, como ocurre con el hepatocarcinoma
(117).

- ADN libre circulante (cfDNA): Fragmentos de ADN liberados en el torrente sanguineo
gue provienen principalmente de la apoptosis de células hematopoyéticas. Dentro de
ellos, el ADN liberado por células tumorales, conocido como ADN circulante tumoral
(ctDNA) puede contener alteraciones que pueden proporcionar marcadores altamente

especificos para la deteccion (115).

v' Fraccién celular

De la fraccién celular se pueden obtener:
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- Células tumorales circulantes (CTCs): Células procedentes de las masas tumorales
que son capaces de sobrevivir en el torrente sanguineo. Podemos detectarlas: aisladas,

en clusteres 0 en microémbolos (115). Nos centraremos posteriormente en ellas.

- Células endoteliales circulantes (CECs): son células endoteliales vasculares que
actian como marcadores de dafio endotelial y su aumento también se observa en
procesos autoinmune, infeccioso o tumoral. Intervienen en la angiogénesis tumoral
(115).

- Plaquetas educadas por el tumor (TEP): Las plaguetas son el segundo tipo de
células méas abundantes en la sangre periférica y su aislamiento se realiza por métodos
rapidos y bien establecidos. Son depésitos importantes de posibles biomarcadores de
cancer (ARNm, miARN y ARN mitocondrial) y proteinas. Ademds, después de la
interaccion con células tumorales o biomoléculas asociadas a tumores, las plaquetas
pueden alterar su perfil de ARN y este proceso da lugar a las denominadas plaquetas
educadas por el tumor, efectuando unafuncioén reguladora y por tanto consideradas
como mensajeras tumorales. También han sido reconocidas como participantes
efectivos en las respuestas sistémicas y locales al crecimiento tumoral y metastasis. La
induccién por el tumor de su agregacion es considerada como promotora de la

angiogénesis y metastasis (118).
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Figura 1: Tipos de biopsia liquida en sangre.

En esta tesis doctoral nos centraremos en las CTCs y el ctDNA.
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A3.2.1. Células tumorales circulantes (CTCs)

Las CTCs son células procedentes del tumor que se encuentran en el torrente
circulatorio en una proporcién aproximada de 1 por cada millén de células (119).
Esta proporcion explica la gran dificultad para su aislamiento. Estas células son capaces
de ser liberadas al torrente sanguineo desde el tumor y tras distintos procedimientos de
“escape inmunoldgico” aun por dilucidar completamente, son capaces de alcanzar otros
organos dianas y tejidos dando lugar a la enfermedad metastasica a distancia. Se
conoce que dicho proceso es un proceso muy selectivo y cuya vida media oscila entre
las 1y 4 horas (120), necesitando para ello la interaccidn con el mesénquima (pérdida
de EpCAM), el endotelio y células del sistema inmune como las plaquetas y los

macrofagos que ejercen un papel regulador (121).

Metastasis Hepatica

diseminacién e

Adenocarcinoma de interactuando con
colon: plaquetas y
CTCs leucocitos
interaccionando

con mesénquima y
accediendo al
torrente sanguineo

Metastasis Pulmonar

Figura 2: Diseminacion de CTCs y "escape inmune" en el torrente sanguineo

A3.2.1.1 Metodologia de aislamiento y caracterizacion de CTCs

La deteccion y andlisis cuantitativo y cualitativo de CTCs en sangre periférica implica
varios pasos procedimentales. La identificacion de CTCs es dificultosa debido a su
escasez y por su dificultad de separarla del resto del componente sanguineo. La

separacion de las CTCs del resto del componente sanguineo se puede realizar mediante
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propiedades biofisicas como la deformidad, la densidad, el tamafio celular o la forma
nuclear o basadas en propiedades biolégicas de las CTCs que generalmente implican

el uso de anticuerpos que permiten seleccionar las células de interés.

- Fase de conservacion: Las muestras si no son procesadas dentro de las primeras 12
horas desde la obtencion, deben ser coleccionadas en tubos especializados, que, si bien
encarecen el proceso, garantizan su viabilidad, debido a la presencia de aditivos que
permiten fijarlas. La conservacion en estos tubos, no obstante, pueden afectar a la
expresion de algunos receptores. En el mercado existen diferentes compafias que
comercializan estos tubos. La conservacion en estos recipientes garantiza la viabilidad
de las CTCs hasta 96 horas.

- Fase de aislamiento celular o enriquecimiento: permite diferenciar y separar las
CTCs del resto de componentes sanguineos. El objetivo de esta fase es condensar la
fraccion de CTCs y eliminar los elementos no Utiles en nuestro estudio, como los

eritrocitos y los leucaocitos.

Existen diferentes tipos de metodologias y enfoques para el aislamiento de CTCs.

% Microfiltracion: Se basa en la diferencia de morfologia entre las CTCs (15-40
pm de diametro) y los leucocitos (< 10 ym de diametro). Es un método simple y
rapido que suele utilizar una membrana de silice. Ejemplos pueden ser el
CanPatrol®, MetaCell®, ISET®, y los filtros de hendidura coénica. Este método
permite la captura de CTCs individuales y pequefios clisteres o agregados de
células con una tasa de recuperacion relativamente alta. Como problematica
fundamental destaca la presién de cizallamiento que puede dafiar las células,
disminuyendo la vitalidad de las CTCs (122).

R
%

Centrifugacion mediante gradiente de densidad: Permite separar las CTCs
debido a la alta proporcién de su nucleo comparado con el citoplasma, dando
como resultado un coeficiente de sedimentacion especificos de las CTCs, lo que
permite separarlo del resto de componentes. Su principal inconveniente es la
alta contaminacion con leucocitos debido a tener una densidad similar a las
CTCs. Para mejorar la tasa de recuperacion (cercana al 20%) cuando se usan

individualmente suelen usarse combinados con otros métodos complementarios.

2
o

Inmunoafinidad negativa para el anticuerpo CD45. Seleccién negativa de
CTCs: Permite diferenciar las CTCs de los leucocitos ya que estos ultimos se

unen especificamente al antigeno CDA45. Previo a esto, suele necesitar la lisis o
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separacion del componente eritrocitario. A continuacion, la muestra se incuba
con anti-CD45 unido a particulas magnéticas y se expone a un iman que retiene
a los leucocitos marcados separandolos asi de las CTCs. La tasa de
recuperacion es mayor, cercana al 80 %.

% Inmunoafinidad positiva a EpCAM. Seleccion positiva de CTCs: En este
caso el objetivo es capturar a las CTCs mediante el uso de marcadores
especificos de CTCs. Destaca el uso de anticuerpos contra la molécula de
adhesion de células epiteliales (EpCAM). Esta molécula suele estar presente
en las CTCs debido a que permite la interaccion con la matriz extracelular
en su proceso de migraciéon endotelial. Es el caso de las plataformas como
CellSearch® e Isoflux TM®. CellSearch® utiliza nanoparticulas de ferrofluido
funcionalizadas con anticuerpos EpCAM para la separacibn magnética de las
células marcadas. En el caso de Isoflux TM® combina el uso de microfluidos con
particulas inmunomagnéticas preconjugadas con anticuerpos EpCAM para la
separacion de CTCs mientras pasan a través de un canal de flujo que atraviesa
un campo magnético. Ambas técnicas permiten unos porcentajes de
recuperacion entre el 40-75% siendo su principal inconveniente la incapacidad
para capturar CTC con baja o nula expresion de marcadores epiteliales (122). El
sistema IsoFluxTM® (Fluxion Biosciences, Inc., Alameda, CA, EE. UU.) es una
plataforma semiautomatica para el enriquecimiento de CTCs mediante una
combinacién de seleccion inmunomagnética positiva con microesferas
magnéticas y microfluidos que aumenta significativamente la eficiencia de
aislamiento. Se logré una tasa de recuperacion y aislamiento de hasta el 90
% usando diferentes lineas celulares de cancer. Sin embargo, solo
recientemente se ha utilizado la plataforma IsoFluxTM® para aislar CTCs de
pacientes con cancer colorrectal para evaluar la relacién entre el estado de
inestabilidad de microsatélites (MSI) y la liberacién perioperatoria de CTCs (123).
En cualquier caso, la enumeracion de las CTCs aisladas con esta plataforma se
realiza mediante inmunocitoquimica (principalmente buscando selecci6n

positiva para citoqueratina y negativa para CD45).

2
o

Enriquecimiento impulsado por microfluidos sin necesidad de filtros: La
separacion se basa en el uso de canales que atrapan a las CTCs debido a su
mayor tamafio y menor deformabilidad en comparacion con el resto del
componente sanguineo, permitiendo el paso del resto del componente.

Permiten ademas la enumeracion y la tincién directamente de las CTCs como es
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el caso de CD-PRIMETM®. En este caso, a diferencia de la microfiltracion, no
es necesario pasar por una membrana, evitando asi el posible dafio de las CTCs,
quedando atrapadas en el canal para su posterior recuperacion. Como principal
inconveniente destaca el atrapamiento también de leucocitos debido a sus
caracteristicas morfologicas similares, cuestion que puede ser resuelta con el

uso de técnicas de inmunoseleccién (122).
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Figura 3: Métodos de aislamiento de CTCs.

- Fase de deteccion/enumeracion/caracterizacion celular: Tras el aislamiento se
realiza la identificacidbn que consiste en el andlisis fenotipico y/o genético de las
caracteristicas de las CTCs. Esta fase se puede realizar con microscopios de
fluorescencia, con plataformas que se basa en citometros de flujo para la caracterizacion

fenotipica o uso de técnicas de PCR para la caracterizacion genémica.

En relacion con la microscopia de epifluorescencia, también conocida como
microscopia de fluorescencia de campo amplio (WFM, por sus siglas en inglés), es el

método de microscopia de fluorescencia mas comunmente utilizado en este contexto de
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caracterizacion de CTCs. La microscopia de fluorescencia permite la visualizacion de la
morfologia celular, los compartimentos celulares/subcelulares, asi como los marcadores
celulares, lo que permite identificar la célula tumoral del resto de células de la serie
blanca, asi como su fenotipo. El uso de microscopia de fluorescencia puede ir unido a
plataformas automatizadas controladas por programas especificos que buscan las
células de interés identificando el tipo y el nimero de estas. Esta opcion facilita la
visualizacién de la muestra, evitando sesgos por el observador humano y una mayor

rapidez en la obtencién de resultados

En cuanto a las plataformas, destaca el citbmetro de flujo Amnis ImageStream X
MKII® (Luminex, Bélgica), que utiliza un dispositivo de carga acoplada (CCD, por sus
siglas en inglés) operado en modo de integracién con retardo en el tiempo (TDI, por sus
siglas en inglés). Este modo permite la captura de imagenes de objetos en movimiento
con una calidad de imagen muy alta y una sensibilidad foténica excepcional. En el modo
TDI, la carga foténica se transfiere a lo largo de cada fila de pixeles con una
sincronizacién precisa con el transito de la célula, lo que permite un mayor tiempo de
integracion de la luz. Este efecto es similar a mover fisicamente una camara con el
objeto. Luego, cada fila de pixeles se lee desde la parte inferior del chip y se utiliza para
reconstruir la imagen de la célula para su investigacion mediante herramientas de
software de analisis de imagenes. Esta compuesto por 12 canales de deteccion divididos
en dos camaras CCD con 6 canales, cada una de las cuales permite la evaluacion
simultanea de hasta 12 marcadores e incluye una imagen microscopica de cada evento
que se esta analizando. La principal ventaja sobre la microscopia es la profundidad
de la caracterizacion, ya que se pueden analizar hasta 12 marcadores por células
de forma simultanea, permitiendo identificar colocalizaciones de diferentes proteinas
e incluso identificacion de amplificaciones genéticas, mediante hibridacion fluoresecente
in situ (FISH). Esta opcion permite identificar el niamero y el tipo de diferentes

subpoblaciones celulares de una forma totalmente automatizada.
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Figura 4: Caracterizacion celular de CTCs.

A3.2.2. ADN tumoral circulante (ctDNA)

Inicialmente descrito por Mandel y Metais en 1948 (124), el cfDNA se refiere al ADN
fragmentado encontrado en el componente libre de células de la sangre total. El
vertido del ADN al torrente sanguineo se produce tanto por parte de las células normales
como por parte de las células tumorales liberandose a la circulacién a través de
procesos activos y pasivos. Normalmente, el cfDNA estd fragmentado y tiene una
medida entre 160 y 200 pares de bases, correspondiendo al ADN asociado a los
nucleosomas. La longitud de las hebras de cfDNA sugiere que el ADN se libera al
torrente sanguineo a través de la muerte celular; sin embargo, los mecanismos exactos
aun deben ser aclarados (125). Aunque también se ha identificado cfDNA en otros
fluidos corporales como la orina, el liquido cefalorraquideo, el liquido pleural y la saliva,

esta tesis se centra en el cfDNA detectado en la sangre.

En individuos sanos, se entiende que el cfDNA es principalmente de origen
hematopoyético y generalmente se encuentra en niveles bajos (aproximadamente 1-10

ng/mL de plasma), con variaciones diurnas (126). La eliminacion del cfDNA, que ocurre
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principalmente en el higado, es rapida y su vida media es corta: 2.5 horas 0 menos
(127). Los niveles observados de cfDNA varian; los pacientes con cancer pueden tener
niveles de 5 a 10 veces superiores a los de individuos sanos. Numerosas condiciones
ademas del cancer pueden elevar los niveles de cfDNA, como son los traumatismos,
isquemia, infeccion, o inflamacion. Existe evidencia de que una proporcion del
cfDNA se origina desde el tumor (alrededor del 1%); esto se denomina ADN
tumoral circulante (ctDNA, por sus siglas en inglés). Los estudios de Stroun
revelaron que los fragmentos de ctDNA procedentes del tumor albergan las mismas
alteraciones genémicas somaticas que el tumor de un paciente (128). Desde entonces,
se han detectado ctDNA en una variedad de tumores solidos, con fracciones de ctDNA
que van desde menos del 0.1% hasta mas del 50%. Curiosamente, los fragmentos de
ADN derivados del tumor parecen ser mas pequefios, aproximadamente 143 a 145
pares de bases (compatible con el tamafio de un mononucleosoma sin unién) (129), que
la distribucion normal del tamafio de fragmentos de cfDNA no tumorales, que muestra
un pico alrededor de 166 pares de bases (el tamarfio del ADN en un mononucleosoma
con union). Por lo tanto, los cambios gendmicos, los marcadores epigenéticos y el
tamafo del fragmento se pueden usar para detectar la presencia de ctDNA en la
circulacion e intuir el tejido de origen (130). A lo largo de los afios, la utilidad clinica del
ctDNA ha sido un area de investigacién activa en oncologia, y los métodos de deteccion
mejorados han llevado a la amplia aplicabilidad del ctDNA como biomarcador en varios
tipos de tumores y en diferentes etapas de la enfermedad, predominando en estadios

avanzados.

El estudio de ctDNA en pacientes con cancer ha proporcionado conocimiento no
invasivo sobre alteraciones genéticas y epigenéticas, siendo relevante la cantidad y la
integridad de estos fragmentos en el seguimiento de la progresion de la enfermedad,
usandose como biomarcador de recidiva metastasica precoz (131). El analisis de
ctDNA y cfDNA es rentable, aunque su principal limitacion es la posible ausencia de
niveles detectables de ctDNA en las etapas iniciales, la falta de estandarizacién
de los procedimientos para detectarlos, la contaminacion con ADN de los
leucocitos, la necesidad de un rapido procesamiento y la ausencia de estudios en
cohortes de amplia muestra (111). La calidad del ctDNA y el cfDNA es prioritaria. El
ADN de alto peso molecular puede influir negativamente en el rendimiento de la
biblioteca obtenida y en la calidad de la secuenciacion posterior, por lo que es
fundamental evaluar la distribucién de la longitud de los fragmentos utilizando métodos

automatizados de electroforesis.
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Otro parametro fundamental del analisis del cfDNA es el rendimiento del ADN. La
mayoria contiene secuencias repetitivas como elementos intercalados cortos y largos
(SINE y LINE respectivamente). Los segmentos ALU son fragmentos de ADN de
aproximadamente 300 pares de bases, siendo los mas repetidos del genoma humano y
clasificandose dentro de los elementos SINE. La cuantificacién y valoracion mediante
gPCR de estos elementos se usa comunmente para determinar las concentraciones e
integridad del cfDNA.

La integridad del cfDNA se define como la proporcién de repeticiones ALU largas
respecto a cortas o la totalidad de repeticiones ALU. Por tanto, la integridad representa
la relacion entre el ADN derivado de células tumorales y el ADN derivado de células
normales propias de su apoptosis natural. Esto se debe a que el cfDNA liberado de las
células apoptéticas de forma natural consta de fragmentos de ADN pequefios (160-250
pares de bases (pb) uniformemente truncados, mientras que la necrosis de las células
tumorales genera fragmentos de ADN también pequefios, menores de 200 pb, pero no

truncados uniformemente (132).

A3.2.1.1 Metodologia de aislamiento y caracterizacion de ctDNA

Existe una creciente demanda de tecnologias estandarizadas y de alto rendimiento para
el aislamiento de cfDNA y ctDNA. En este contexto, los sistemas automatizados son
fundamentales para ofrecer resultados reproducibles y consistentes, ademas de facilitar
la integracion de los marcadores de cfDNA y ctDNA en la practica clinica habitual. El
alto grado de automatizacion, el rapido procesamiento y el reducido tiempo de
manipulacién que proporcionan los kits de aislamiento basados en perlas magnéticas
los convierten en el método preferido en las rutinas clinicas, por encima de las técnicas
basadas en membranas de silice.

Aunque tetricamente los métodos basados en membranas de silice pueden lograr
mayores rendimientos de cfDNA total y ctDNA, estudios comparativos han demostrado
gue los kits automatizados para el aislamiento de cfDNA alcanzan rendimientos
equivalentes a los obtenidos con métodos basados en membranas de silice. Estos
estudios han destacado que, en términos de cantidad de cfDNA, el kit Maxwell produjo
rendimientos iguales o incluso superiores a los generados por los kits manuales que
actualmente se consideran el Gold Standard (133)(134)(135).

En este contexto, Lehle comparé dos plataformas automatizadas para el aislamiento de
ctDNA y cfDNA como son el EZ2® (QIAGEN, Hilden, Alemania) y el Maxwell® RSC
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(Promega, Walldorf, Alemania). De estas plataformas, el EZ2® mostr6 mejores
resultados en términos de rendimiento de cfDNA y ADN mitocondrial (mtDNA), mientras
que el Maxwell® RSC fue superior en el aislamiento de fragmentos cortos, resultando
mas util para la deteccion de ctDNA (132).

En relacién con la determinacién de variantes en ctDNA, existen diversas plataformas
para su analisis como herramientas para la deteccién del cancer; algunas de ellas ya
estan integradas en la practica clinica. Entre los ejemplos mas destacados se
encuentran los ensayos de secuenciacién de correccion de errores especificos (TEC-
Seq®) y CancerSEEK® multiplex PCR (mMPCR). TEC-Seq® es una plataforma basada
en NGS que utiliza una tecnologia de enriquecimiento de captura e hibridacion de 81
kbp y estrategias de control de errores para detectar mutaciones de baja frecuencia,
mientras que CancerSEEK® combina tecnologia NGS de cfDNA ademas de informacion
de biomarcadores proteicos (136).

En un estudio que empled la plataforma TEC-Seq® con 200 pacientes que presentaban
diferentes tumores solidos en estadio | a Il (caAncer colorrectal, de mama, de pulmén o
de ovario), Phallen detecté mutaciones somaticas en cfDNA en el 71 %, 59 %, 59 % y
68 % de los casos, respectivamente, con una alta concordancia entre los resultados de
la biopsia liquida y la biopsia tisular (136).

CancerSEEK® fue evaluado en un estudio con 1005 pacientes que presentaban
canceres en etapas | a lll de ocho tipos de tumores comunes (ovario, higado, estdmago,
pancreas, eséfago, colorrectal, pulmén y mama). Las pruebas CancerSEEK® arrojaron
resultados positivos en una mediana del 70 %, con un rango de sensibilidad del 69 % al
98 % para la deteccion de cinco tipos de cancer (ovario, higado, estbmago, pancreas y
esoOfago), y una especificidad superior al 99 % (137). Esta plataforma también se utilizo
en combinacién, como en el estudio DETECT-A, que integr6 el uso de PET-TC para
aumentar la posibilidad de cirugia curativa en pacientes con niveles elevados de ctDNA

en sangre periférica (138).

En cuanto al CCR, se desarroll6 un modelo de diagnéstico basado en nueve marcadores
de metilacion de cfDNA seleccionados, el cual permitié discriminar con precision a
pacientes con cancer colorrectal de individuos sanos, con una sensibilidad y
especificidad superiores al marcador tumoral comparado (antigeno carcinoembrionario).
Ademas, se disefid un modelo de prediccion de pronéstico con un panel de cinco
marcadores, que fue capaz de distinguir eficazmente a los pacientes con cancer

colorrectal segun sus diferentes pronésticos. Por Gltimo, se identificé un tnico marcador
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de metilacion MYO1-G (cg10673833) en cfDNA, que demostré una alta sensibilidad
(89,7 %) y especificidad (86,8 %) para la deteccidon de cancer colorrectal y lesiones

precancerosas en una poblacién de al to riesgo (139).

A3.3 Presente de la biopsia liguida en la practica clinica

En la actualidad, la biopsia liquida (BL) ha experimentado un notable auge en la practica
clinica, siendo empleada para diversos fines, incluyendo la deteccién temprana de
recidivas, la evaluacién pronéstica y la identificacién de resistencias farmacolégicas.
Entre estos, la deteccion de resistencias a farmacos destaca como la aplicacion mas

utilizada en la actualidad.

En el CCR, las CTCs pueden ser utilizadas para el diagnéstico de estadios precoces de
CCR (140). Numerosos estudios han detectado distintos niveles de CTCs en estadios
tempranos (I, II), como es el caso de Tsai (141), Bork (142) o Hinz (143), pero los

resultados son inconcluyentes y dependen del protocolo de aislamiento utilizado.

Por otra parte, las CTCs se han considerado un potencial marcador de diagnéstico y
prondstico no invasivo para metastasis de CCR en multiples estudios. Wu (144) clasifico
las CTCs en 3 subgrupos dependiendo de la expresion de EpCAM (E-CTCs), el
marcador mesenquimal vimentina (M-CTCs) o ambos marcadores expresados (E/M-
CTCs). Sugirieron que la presencia de M-CTCs estaba relacionada con la presencia de
metastasis en mayor medida que los otros grupos. Posteriormente, Zhong (145)
confirmé lo expuesto por Wu, relacionando el tamafio del tumor, el estadio TNM, la

invasion vascular y el valor del CEA con la presencia de M-CTCs.

Otra aplicacién de las CTCs es la evaluacion de PD-L1, molécula fundamental para el
uso de inmunoterapia antiPD-L1. Raimondi (146) observaron la expresion de PD-L1
en CTCs en pacientes con CCR metastasico refractarios a inmunoterapia. Satelli
(147) posteriormente describié que la presencia nuclear de PD-L1 estaba asociada a

una menor supervivencia de la inmunoterapia.

El ctDNA se puede utilizar como marcador pronéstico para la recurrencia temprana. Los
pacientes que presentan niveles elevados de ctDNA a los 30 dias después de la cirugia
tienen un prondstico peor en comparacion con aquellos que no los presentan (148).

Ademas, los pacientes con niveles elevados de ctDNA antes de la cirugia también tienen
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un peor pronostico que aquellos con niveles bajos. De manera similar, los pacientes con
niveles elevados de ctDNA después de la quimioterapia adyuvante comparten un

prondstico mas desfavorable (149).

Church identifico la hipermetilacion de la septina 9 (SEPT9) en el cfDNA como un
biomarcador potencial para el riesgo de cancer colorrectal (CCR) (150), el cual ha sido
aprobado por la FDA como el primer test de cribado sanguineo para CCR. Otra
aplicacion del ctDNA es su cuantificacion tras los ciclos de quimioterapia en pacientes
con estadio Ill. La presencia o aumento del ctDNA se correlacioné con una tasa de
recurrencia a los 3 afios del 70% (151). Ademas, el andlisis del ctDNA permite
determinar el estado mutacional de KRAS y BRAF V600E, lo cual es (til en pacientes
metastasicos como marcador de resistencia a farmacos anti-EFGR (152), siendo esta

la principal aplicacion en la practica clinica actual.

Los microRNAs pueden utilizarse como indicadores no invasivos para el diagnéstico
precoz y el pronéstico. MiR-125a-3p y miR-320c estan asociados con infiltracién neural
(153). MiR-17-92a y miR-19a se relacionan con la recurrencia en estadios tempranos
(154). Niveles bajos de miR-99b-5p y miR-150-5p se asocian con estadios tempranos
de CCR (155), mientras que niveles reducidos de miR-601 y miR-760 se correlacionan
con la presencia de CCR o adenomas (156). La baja expresion de miR-548c-5p y miR-
638 se asocia con CCR metastasico (157). Los microRNAs también estan vinculados a
perfiles de resistencia a farmacos, como el miR-208b, que se asocia a una disminucién

de la sensibilidad al oxaliplatino (158).

El papel de las plaguetas educadas por el tumor en el CCR aln no esta completamente
elucidado. Sin embargo, Yang demostré que los niveles de ARNm de TIMPL1 (Inhibidor
de metalopeptidasa 1) son mayores en plaguetas de pacientes con CCR en
comparacion con voluntarios sanos, sugiriendo su potencial utilidad como biomarcador
diagnéstico (159), si bien, parece que su funcién fundamental es de mensajera y

reguladora permitiendo la interaccién entre las distintas subpoblaciones de CTCs.

Las principales limitaciones de la aplicacion de la BL con respecto alas CTCs y
ctDNA son su dificultad de aislar y purificar, ya que sus concentraciones son bajas
en el componente sanguineo. Ademas, existe una falta de metodologia estandar y el

uso de numerosos sistemas que dificultan la interrelacion entre los distintos estudios.
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A3.4 Biopsia liquida y CCR. Nuevas metas. Intercepcién del cancer

El futuro de la biopsia liquida es prometedor. Ya hemos comentado anteriormente sus
ventajas y sus aplicaciones actuales, destacando la no invasividad comparada con la
biopsia tumoral, y la posibilidad de monitorizar la progresion y resistencia tumoral en el
tiempo. Sin embargo, el futuro mas prometedor de la BL es en referencia al término
“intercepcion del cancer”. En el campo del CCR, los estudios se enfocan en el paso
previo a su desarrollo, es decir, diagnosticar precozmente la formacion de estructuras
polipoides que puedan progresar a cancer por las distintas vias de la carcinogénesis
comentadas antes y conocidas actualmente. Dentro de estas lesiones precursoras
avanzadas de CCR destacan la presencia de lesiones adenomatosas o serradas
mayores de 10 milimetros o con displasia de alto grado. Actualmente la forma de
diagnéstico de estas es mediante pruebas de cribado como la sangre oculta en heces,
conociéndose su alto porcentaje de falsos positivos, su baja sensibilidad para lesiones
precursoras y su poca adherencia poblacional (30-40% de la poblacion obijetivo);
pruebas invasivas como la colonoscopia, con los riesgos que supone este procedimiento
y pruebas de imagen como el TC abdominopélvico o la colonoscopia virtual con su

menor sensibilidad en comparacion a las pruebas endoscépicas.

En este sentido, nuestro grupo lleva trabajando varios afios, con la realizacién de un
estudio innovador que combina la utilizaciéon de BL de sangre periférica, en este caso
basado en la fragmentémica del ADN circulante y su comparacién con la presencia
constatada mediante colonoscopia de lesiones precursoras avanzadas de CCR, asi
como su histologia en la pieza (patrén oro actual). El analisis de ctDNA y sus fragmentos
permite intuir el origen tisular del mismo (160) y podria contribuir al desarrollo de un
programa de deteccién precoz de lesiones precursoras o células cancerosas basadas

en la biopsia liquida que ponga solucion a los problemas anteriormente comentados.
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NUEVAS TECNICAS DE CRIBADO CRIBADO ACTUAL
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Figura 5: Papeles potenciales de la biopsia liquida en el "cancer interception”. Adaptado
de (111): Se describen los distintos tipos de BL: exosomas, microARN, cambios
epigenéticos, metabolomica, CTCs y CECs y ADN comparandose con las estrategias

actuales de cribado implantadas en la practica clinica.
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B. METODOLOGIA

B1. Disefio del estudio v criterios de inclusion y exclusiéon

Estudio observacional prospectivo en el que se han incluido a pacientes diagnosticados
de céncer de colon no metastésico susceptibles de cirugia primaria en el Hospital
Universitario Clinico San Cecilio de Granada entre marzo de 2019 y febrero de
2022. Las muestras fueron analizadas en el Centro Pfizer-Junta de Andalucia-
Universidad de Granada de GenoOmica investigacion Oncolégica (Genyo). El
transporte de las muestras desde el Hospital Clinico San Cecilio hasta el centro Genyo
se realiz6 por personal miembro del estudio y con las medidas de seguridad, trazabilidad
y anonimizacion adecuadas. Este proyecto ha seguido la normativa de proteccion
bioética del protocolo de Helsinki. Dicho proyecto ha sido presentado al Comité Etico
del Hospital del Hospital Universitario San Cecilio (Granada) con el codigo CPI-2017-
11-SAS-4B aprobando el protocolo de estudio y todos los pacientes fueron informados
presencialmente y firmaron el respectivo consentimiento informado antes de entrar en
el estudio.
En estos pacientes se ha proyectado un seguimiento de 2 afios posterior a la
intervencidn quirdargica. Los pacientes incluidos en el estudio se han dividido en 3
grupos de la siguiente forma:
- Grupo 1: pacientes en estadio -1l (sin ganglios linfaticos afectados) que seran
sometidos a tratamiento quirdrgico con intencién curativa en el Hospital Clinico
San Cecilio de Granada y que no hayan recibido quimioterapia ni radioterapia
previamente a la cirugia (neoadyuvancia).
- Grupo 2: pacientes en estadio Ill (ganglio/s linfatico/s afectado/s) que seran
sometidos a tratamiento quirargico con intencion curativa en el Hospital Clinico
San Cecilio de Granada y que no hayan recibido quimioterapia ni radioterapia
previamente a la cirugia (neoadyuvancia).
- Grupo 3: pacientes grupo control (sanos) reclutados en el Centro de Salud de
la Zubia, Granada.

Como criterios de inclusion se han definido:
- Pacientes grupo 1:
- Pacientes mayores de 18 afios.
- Exclusion de afectacion linfatica peritumoral por técnica de imagen.

- Pacientes grupo 2:
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- Pacientes mayores de 18 afios.
- Identificacion por técnicas de imagen de afectacion linfatica sin afectacion
metastasica a distancia.
- Pacientes grupo 3:
- Pacientes mayores de 18 afios.

- Pacientes pertenecientes al Centro de Salud de la Zubia, Granada.

Como criterios de exclusion se han definido:

- Paciente con neoplasia de recto. De manera conceptual, se decidi6 excluir a los
pacientes con cancer de recto en el disefio del estudio, debido a la divergente ruta de
diseminacion venosa vascular que presenta en comparacion con el cancer de colon. En
el caso del colon, el drenaje venoso es obligado a través de la vena porta hepética, lo
que implica un paso hepéatico previo a la diseminacion sistémica. Sin embargo, en el
cancer de recto, el drenaje venoso a través de los plexos venosos medio e inferior se
realiza directamente hacia la vena iliaca interna y posteriormente a la vena cava inferior,
omitiendo asi el paso hepatico.

Pacientes grupo 1:

- Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado.

- Presencia de invasion linfatica o a distancia.

- Presencia de patrén hereditario.

Pacientes grupo 2

- Pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado.

- Pacientes con enfermedad metastasica diagnosticada por técnica de imagen o
intraoperatoria.

- Presencia de patrén hereditario.

Pacientes grupo 3:

- Pacientes con patologia neoplasica previa.

Para calcular el tamafio muestral nos hemos basado en la incidencia de casos de
cancer de colon en Andalucia, siendo ésta de 6.189 casos en 2019, teniendo en cuenta
la incidencia en dicha fecha en el hospital clinico San Cecilio, y teniendo como objetivo
obtener unos resultados a corto-medio plazo y un reclutamiento durante 24 meses, se
recomendaba el siguiente tamafio muestral:
- Pacientes grupo 1 (n=40)
Estadio | > n=20
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Estadio Il >n=20
- Pacientes grupo 2 (n=20)
- Pacientes grupo 3 (n=30)

Dicho reclutamiento previsto tuvo que ser reducido en 10 meses debido a la
pandemia covid-19 que impedia éticamente el desarrollo del estudio de forma
completa, al sustituirse las consultas presenciales por telematicas y establecerse el
estado de alarma, impidiendo asi la obtencion de la 2° muestra (muestra postcirugia) en
el hospital, siendo esta situacion alargada en nuestro contexto epidemiolégico debido a
la gran afectacion de la poblacion granadina referente de nuestro hospital, en especial
en la 2°y 3° ola epidemiolégica de la pandemia.
Por lo tanto, finalmente el reclutamiento incluy6 31 casos entre los grupos | y Il.
- Pacientes grupo 1 (N=23)
Estadiol - n=5
Estadio Il - n=18
- Pacientes grupo 2 (N=8)
Estadio lll - n=8
- Pacientes grupo 3 — N=30

B2. Origen de las muestras

Las muestras biolégicas fueron obtenidas de sangre periférica de pacientes del Hospital
Universitario San Cecilio (Granada) tras la aprobacion del Comité Etico del Hospital
Universitario San Cecilio (Granada) (cédigo: CPI1-2017-11-SAS-4B).

B3. Andlisis realizados

B3.1 Determinaciones de Células Tumorales Circulantes (CTCs)

El estudio se llevd a cabo en dos fases: la fase | 0 ensayo piloto que incluy6 a 16
pacientes para el desarrollo y optimizacion del protocolo de aislamiento y caracterizacion
de CTCs y la fase Il que afiadi6 una cohorte de validacién de 31 pacientes, cuyas
caracteristicas clinico-patolégicas son descritas en la seccion de resultados ademas de
validar el protocolo previo. El seguimiento clinico que incluia la determinacion al mes de
la cirugia se realiz6 sobre 21 pacientes, puesto que 7 de las 28 muestras iniciales no
pudieron ser analizadas por problemas tanto metodoldgicos (mala calidad de la muestra)

o clinicos (mal estado fisico o rechazo del paciente).
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En la fase |, se incluyeron pacientes con cancer de colon temprano y 5 donantes sanos
que firmaron los formularios de consentimiento informado. En la fase Il, se incluyeron
pacientes con cancer de colon temprano y 30 donantes sanos que también firmaron los
formularios de consentimiento informado. En la figura 6 se describe el algoritmo utilizado

para el desarrollo de los analisis asociados a CTCs.

Estadio I= 3
LB BEERIES Estadio Il= 7

(CTCs)
Estadio lll=6
Fase 1/ \
Ensayo piloto
R—
Estadio I=4

28 pacientes S =
(CTCs) Estadio lI= 16
Fase 2 Estadio Ill=8

30 controles

Figura 6: Diagrama que resume la extracciéon de CTCs en las 2 fases del estudio

realizado (Fase 1 o ensayo piloto y Fase 2)
B3.2 Determinaciones de ADN circulante tumoral (ctDNA)
En relacion a la deteccion de ctDNA, 31 pacientes fueron incluidos en este analisis

y el seguimiento fue realizado sobre 21 (extracciones basales y postcirugia).
El analisis de ctDNA se realiz6 extrayendo sangre periférica del paciente.

Figura 7: Diagrama que resume la extraccion de ctDNA en la fase 2.

Estadio 1= 5
31 pacientes Estadio lI= 18
Estadio lll= 8

3[} controles
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B4. Extracciones

Las extracciones para la determinacién de incluian 3 tomas:

e Toma basal (CTCs y cfDNA): Extraccion de sangre de vena periférica (10 ml)

dos horas antes de la cirugia. Se han utilizado 5 ml para andlisis de CTCsy 5 ml

para andlisis de ctDNA.

e Toma postcirugia (CTCs y cfDNA): se ha extraido una muestra de sangre

periférica al mes después de la cirugia. Se ha extraido 10 ml de sangre

periférica, dedicando 5 ml para el andlisis de CTCs y 5 ml para el analisis de

CtDNA.

DIAGRAMA DE EXTRACCION SANGUINEA

1° extraccion 2° extraccion

(BASAL) (1 MES POSTCIRUGIA)
10 ml sangre periférica 10 ml sangre periférica

5 ml CTCs (contaje + 5 ml CTCs (contaje +
fenotipo) fenotipo)
5 ml ctDNA (genética) 5 ml ctDNA (genética)

Figura 8: diagrama del proceso de extracciones sanguineas

B5. Desarrollo v validacion de protocolo de aislamiento vy purificaciéon de CTCs

En la prueba de concepto se realizé la optimizacién de protocolo que conforma los pasos

de aislamiento y de deteccion de CTCs mediante la plataforma Isoflux® e

ImageStream® respectivamente.

La prueba de concepto incluyé ensayos de especificidad y sensibilidad para ambas

plataformas que implican los siguientes ensayos:

B5.1 Ensayos de sensibilidad y especificidad para el proceso de aislamiento

celular mediante Isoflux TM®

Los ensayos incluyeron el uso de controles negativos y positivos:
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e Controles negativos: incluyeron el uso de células hematopoyéticas aisladas de
donantes sanos. Los controles negativos determinan la especificidad de la
metodologia, puesto que estas células son positivas para el anticuerpo anti-
CD45 y negativas para el resto de los anticuerpos especificos del tumor.

e Controles positivos: que incluyeron el uso de lineas celulares de cancer
colorrectal humano, en concreto la HT-29 y SW480, que ademas incluian
diferencias en la expresion del gen BRAF-V600, siendo la HT-29 positiva para
BRAF-V600 y la SW480 negativa para este. Las lineas celulares fueron
cultivadas usando Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) + 10 % de suero
bovino fetal (FBS). Se evalué la contaminacién por micoplasma en las células y
se confirmé la autenticidad de las células mediante técnicas "short tandem
repeat” (STR).

Figura 9: Isoflux TM®.

Para evaluar la eficiencia del enriquecimiento de las células, se realizaron diluciones de
300 células cultivadas (HT-29 y SW480) en PBS (buffer de fosfato salino) por duplicado
en IsoFluxTM®. Para garantizar un error minimo en los recuentos de las lineas
celulares, se diluyé 2-3 millones de células del cultivo de tejidos (en 3 ml de PBS 1x) a
una dilucién 1/100, y luego se analizé visualmente 5 pl de la dilucion bajo el microscopio
(ya que este volumen cubria el diametro visual del objetivo 20x). Posteriormente, se
agrego el volumen apropiado de la dilucién 1/100 a un volumen total de 500 pL de PBS.

Después del aislamiento de CTCs con el IsofluxTM®, las células recuperadas fijadas
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con paraformaldehido se contaron manualmente en un microscopio de fluorescencia
para la tincidn con citoqueratina (anti-CK-FITC, 130-060-301) y se calculé la proporcion

de recuperacién o aislamiento celular para cada linea celular.

B5.2 Ensayo de sensibilidad y especificidad del protocolo de deteccién y
enumeracién mediante citémetro de flujo de imagen multiespectral
(ImageStreamX®)

La deteccion y enumeracion de células tumorales tras el enriqguecimiento se realizé con
la plataforma ImageStream® (Luminex, Bélgica), un citometro de flujo de imagen
multiespectral disefiado para el analisis de multiples células. El protocolo para el analisis
de CTCs envuelve los siguientes pasos. Para ello se realiz6 un andlisis de sensibilidad
y especificidad del protocolo de caracterizacion de las CTCs, acorde con el siguiente
proceso:

B5.2.1 Determinacién de la sensibilidad y especificidad del proceso:

e Desarrollo de la matriz de compensacion: Este proceso permite corregir el
traslape del espectro de emision entre los fluoréforos conjugados con los
anticuerpos a utilizar, reduciendo la autoflorescencia y la posibilidad de obtener
falsos positivos. La matriz se realizé usando unas particulas UltraComp
eBeads™®, microesferas que contienen una mezcla de perlas de compensacion
positivas recubiertas con anticuerpos y perlas de compensacion negativas no
recubiertas, combinadas en un solo vial que permiten ajustar las intensidades de
los diferentes laseres de ImageStreamX® (Luminex, Bélgica) para cada
anticuerpo (Tabla 3). El uso de las microesferas se realizO acorde a las

recomendaciones del fabricante y utilizando el programa Inspire.

Primario Secundario Fluor6foro Dilucion Referencia Marca IsCH
Ratén IgG2a No FITC 1/100 130-060- Miltenyi, 2
anti-cytokeratin 301 Germany
718
Conejo No FITC 1/200 ab175637  Abcam, 2
monoclonal UK

[K21-F] BRAF
(mutatedV600E)
Raton No PE- 1/100 563615 BD, USA 4
monoclonal CF594
[CAM5.2] anti-
human
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cytokeratin
Nucleo No 7-AAD 1/100 00-6993- Invitrogen, 5

Conejo Cabra DyLight 1/100 PA5- Thermo 7

polyclonal PD- anti- 405 1/100 28115 Fisher,
L1 conejo 35551 USA
IgG
Ratén No APC-Cy7  1/100 557833 BD, USA 12

monoclonal
[2D1] anti-

human CD45
APC CY7

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados en la caracterizacion fenotipicas de CTCs con

ImageStreamX.

e Valoracion y control de la titulacién, nivel de expresién y localizacion de
los anticuerpos usados: las lineas celulares de cultivo HT29 y SW480, asi
como las células hematopoyéticas (PBMC) utilizadas como control negativo para
la expresion de los Ac, se fijaron y permeabilizaron utilizando paraformaldehido
al 1,7 %y Tritén al 0,2 %. Luego, se realiz6 el marcaje de anticuerpos para CK,
BRAF V600E, PD-L1 y CD45 utilizando los anticuerpos de la anterior (Tabla 3) y
7-AAD (7-Aminoactinomicina D), utilizada para la tincion nuclear, durante 20

minutos a temperatura ambiente.

Figura 10: ImageStreamX®
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Marcador Fluoréforo Canal

BRAF FITC 2
PESOA 4

wo s
SN Dylight-405 7
CD45 APC-Cy7 12

Tabla 4. Perfil fenotipico de las lineas celulares utilizadas para la valoracion de los

anticuerpos utilizados

B5.2.2 Tasa de rendimiento del proceso para la recuperacién de CTCs

La determinacion de la tasa de recuperacion de CTCs implicaba el desarrollo de
controles positivos con las lineas celulares HT29 y SW480. Se realizaron mediciones
con diluciones celulares de 20, 100, 200 y 1000 células de cancer colorrectal fijadas con
paraformaldehido y marcadas con anti-CK-FITC, que se afiadieron a un ndmero
constante de 5000 leucocitos de un donante sano premarcados con anti-CD45-APC-
Cy7. Los recuentos de células se llevaron a cabo como se describio anteriormente para
los experimentos de control de ISOFIuXTM®.

Finalmente, para determinar la eficiencia del protocolo con la combinacién de ambas
plataformas (IsofluxTM® e ImageStreamX®) se realizaron los siguientes ensayos:

e Para evaluar la eficiencia combinada de las dos plataformas, se agregaron
experimentos duplicados con 300 células (SW480 o HT-29) en 5 ml de sangre
periférica. Los recuentos de células se realizaron como se describié
anteriormente para los experimentos de control IsoFluxTM®. Una vez afiadido
el volumen correspondiente a 300 células a los 5 ml de sangre total, se continué
con el protocolo establecido que implica como primer paso el tratamiento de la
muestra con un tampoén de lisis antes del enriquecimiento de CTCs en el

IsoFluxTM® y la caracterizacion de CTCs en el ImageStreamX®.
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Isoflux: ImageStream: I IDEAS:

aislamiento por citrometria de flujo caracterizacion
seleccion positiva por imagenes fenotipica
inmunomagnética
Matriz de compensacion
. PFA 1.7% BRAFV600F-FITC +analisis por patrones
Buffer de lisis : \‘r/ ] TX0.2% CK-PE-CF594 S e )
- RBE 7= Papaina 0.5 U PD-L1- o N
& 5 Dylight-405 — Lewia
& = » 7AAD » d4 fi
] i - CD45-APC-Cy7 |

Anti-EpCAM

Figura 11: Protocolo de aislamiento, deteccién y caracterizacién de CTCs basado en la
combinacion de IsofluxTM® e ImagestreamX® (desarrollado por el grupo Liquid

Biopsy & Cancer Interception).

B5.3 Ensayos con sangre periférica procedente de pacientes con cancer de colon
en estadio I-11I

Se obtuvieron muestras de sangre periférica como ha sido anteriormente comentado en
el epigrafe anterior y se procesaron en el laboratorio Liquid Biopsy and Cancer
Interception (LB&CI) del centro GENyO (Granada) dentro de las 4 horas posteriores a
la extraccién. Las muestras se lisaron con solucién de lisis de eritrocitos 1x (Miltenyi
Biotech, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. A continuacion, el sedimento
de células mononucleares se lavé con 1x PBS, se centrifug6 a 300 G durante 10 minutos
con desaceleracion de velocidad moderada y se suspendio en 40 uL de microesferas
conjugadas con EpCAM prelavadas (Fluxion, Biosciences, Inc, Alameda, CA, EE. UU.).
Las muestras se incubaron durante 2 horas a 4 °C en un agitador de rodillos para facilitar
la unién con las microesferas magnéticas. Posteriormente, después de acondicionar y
cebar los cartuchos de IsoFluxTM® con un Binding Buffer (Fluxion, Biosciences, Inc,
Alameda, CA, EE. UU.), las muestras se cargaron en el cartucho comentado para el
aislamiento semiautomatico de CTCs. Las CTCs aisladas se recuperaron del cartucho

usando 50 pL de "Binding Buffer" y se transfirieron a un tubo "Protein LoBind"
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(Eppendorf, Alemania). Se realizo6 el tratamiento con una unidad de papaina (LK003176,
Worthington, OH, EE. UU.) por muestra durante 20 minutos a 37 °C antes de la tincion
celular para liberar los agregados de las células, lo que facilita su posterior
caracterizacion mediante ImageStreamX®. Las células se fijaron y permeabilizaron
utilizando paraformaldehido al 1,7 % y Triton al 0,2 %. El proceso prosigue con el
marcaje de anticuerpos para citoqueratina (CK), BRAFV600E, PD-L1 y CD45 utilizando
los anticuerpos de la Tabla 3 y 7-AAD para conseguir la tincién nuclear, durante 20
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las muestras marcadas con
fluorescencia se analizaron en el citobmetro de flujo ImageStreamX®. La plantilla de
adquisicion se gener6 utilizando las lineas celulares como controles, y las intensidades
del laser fueron las siguientes: 10 mW para laser de 405 nm, 25 mW para laser de 488
nm, 20 mW para laser de 642 nm y 0,5 mW para laser de 785 nm. Las muestras se
adquirieron a 60x con un caudal bajo, usando el software Inspire® v 200.1.681.0
(Version Inspire 0.3.0). Cada archivo se analiz6 usando el software IDEAS® v 6.2
(Version IDEAS 6.03.23).

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS (CTCs) EN GENYO

— R~ - — e

; ]
Q\ it 4 @. A U@'«;' l
- e
.
®
Extraccion solucion de buffer PBS Centrifugacion a microesferas Agitador
sanguinea lisis eritrocitaria 300 G x 10 min con EpCAM durante 2 h
— — —>
2 araformaldehido marcaje con Ac ft IDEAS®
IsoFlux TM papaina L 1,7 % y Triton fluorescentes (7- ImageStreamX & \;Z?srfén 6.2
al02% Aminoactinomicina D) :

Figura 12: Protocolo de procesamiento de muestras (CTCs) en GENYO
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B6. Protocolo de aislamiento y andlisis de ctDNA

B6.1 Extraccion ADN tumoral circulante

La extraccion del ctDNA se realiz6 a partir de la plataforma automatizada, Maxwell®
RSC (Promega) utilizando el ccfDNA LV plasma kit.
Este kit esta concebido para la extraccion de muestras de cfDNA a partir de sangre total
extraida en tubos EDTA o tubos de recogida de muestras sanguineas estabilizadas. En
este trabajo todas las muestras fueron recogidas en tubos EDTA-K2. La muestra era
procesada dentro de las 4 horas siguientes a su extraccién y mantenida a temperatura
ambiente.
El procesamiento de la muestra implica los siguientes pasos:
1. La muestra es sometida a dos centrifugaciones:
e Una primera centrifugacion a 1800G durante 10 minutos y se procede a
su congelacion a -80°C.
e Una segunda centrifugacion tras su descongelacion a 16000 G durante
10 minutos. Esta segunda centrifugacion permite la eliminacién de los
detritus que se hayan podido acumular, eliminando el sobrante de la
muestra.
Una vez centrifugado se afiaden 2 ml de plasma a un tubo de 15ml.
Se afiade el mismo volumen de una solucién tampén (Binding Buffer).
A continuacién, se procede a la extraccion del ADN, para ello, se usan las
particulas magnéticas del kit Maxwell® (Resin E beads). Antes de usarlas hay
que agitar el tubo que las contiene hasta que esté completamente resuspendido
su contenido.
5. Se afade al tubo con la muestra y el Binding Buffer, 100 pyl de Maxwell® Resin
E Beads y se incuba durante 45 minutos a temperatura ambiente, usando el
agitador rotativo, ya que permite que las perlas se mantengan en suspension
durante todo el tiempo de incubacion y en contacto con la muestra.
6. Transcurrido este tiempo, se centrifugan los tubos durante 2 minutos a 1000G y
se colocan los tubos en un soporte magnético para inmovilizar la resina.

7. Se retira el sobrenadante y se contintia con la purificacion automatica.
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8. La purificacion automatica incluye la preparacion del cartucho acorde con las

recomendaciones de la casa comercial, tal y como se estipula en el anexo 3.

Figura 13: Maxwell RSC48. Plataforma de extraccién automatica de acido nucléico

(Automated Nucleic Acid Extraction Platform).

B6.2 Cuantificacion y perfil de integridad del ADN circulante tumoral

La cuantificacion y analisis de la integridad de las muestras requiri6 el uso de diferentes
plataformas que incluyeron: El equipo Qubit® y el Bioanalyzer Agilent 1000®. Para
la determinacion de la integridad se utilizé la plataforma TapeStation®. Se desarrollaron
las siguientes fases:

e Cuantificacion por Qubit®: El fluorometro Qubit® es un dispositivo disefiado
para medir sefales de fluorescencia en muestras y opera correlacionando estas
sefiales con concentraciones conocidas de sondas. Este proceso le permite
transformar los datos de fluorescencia en una medicién cuantificada de la
concentracion. El dispositivo utiliza esta relacion establecida para determinar con
precision la concentracion de una muestra. No se necesita hacer una recta
patron, sino que el propio aparato calcula la concentracion e integridad utilizando
dos estandares y un algoritmo matematico, lo que minimiza el error introducido
por el pipeteo. El protocolo implicé los siguientes pasos:

1. Se calibra el equipo con una solucién blanca.
2. En 2 microlitros de muestra se afiade a 195 microlitros de solucién Qubit.

3. Se anota la concentracion y la calidad del material.
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Figura 14: Sistema de cuantificacion flurimétrica Qubit®

Cuantificacion y analisis de fragmentos mediante la plataforma
TapeStation® 4200:

El estudio de los fragmentos del cfDNA se llevé a cabo mediante el
TapeStation System (Agilent) que se basa en una electroforesis
automatizada para el control de calidad de muestras de DNA, desarrollado
por la casa comercial Agilent, que permite analizar el tamafio, la cantidad y
la integridad de las muestras, ademas de detectar contaminaciones de DNA
de alto peso molecular. En este caso, se utiliz6 el instrumento 4200
TapeStation junto con el kit especifico para ANDIc Cell-free DNA
ScreenTape. En primer lugar, se equilibraron los reactivos, guardados entre
2-8°C, a la temperatura ambiente del laboratorio durante aproximadamente
30 minutos, y se homogeneizaron antes de su uso. Una vez listos los
reactivos, se preparé en un pocillo de la tira de tubos 2L de Cell-free DNA
Sample Buffer junto con 2uL de Cell-free DNA Ladder, el cual servird como
control del patrén de bandas durante la electroforesis. Posteriormente, se
llevd a cabo el mismo procedimiento con las muestras de DNA; de manera
que se pipetearon 2uL de Cell-free DNA Sample Buffer y 2uL de muestra por
pocillo. Previo a su introduccién en el instrumento 4200 TapeStation®, se le
administrd a la tira de tubos con el Ladder y las muestras un giro en remolino

de aproximadamente un minuto.
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Figura 15: Sistema automatizado de electroforesis TapeStation®

PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE ctDNA

[ —)

P——

N — —»\-é‘ —>J —>"é‘ — —

Extraccion Muestra Primera Muestra Segunda Plasma Se afiade
sanguinea extraida centrifugacion centrifugada centrifugacion obtenido Binding Buffer

=

/
= e TapeStation System
+ ; 8
hv
- <A ]
> ) - N
et @ Maxwell (A) Obtencion de datos
Adicién de Agitador Plasma con -
Maxwell Resin + esfergs Qubit
E beads centrifugador magnéticas ©

Figura 16: Resumen del protocolo para el aislamiento, cuantificacion y andlisis de
fragmentos del ctDNA. A (Maxwell). B (TapeStation System). C (Qubit)

B7. Estudio estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo de las variables recogidas en el estudio.
Para las variables numéricas, se calcularon medidas de tendencia central (media,
mediana) y dispersion (desviacion estandar, rango intercuartilico). Las variables
cualitativas se resumieron utilizando frecuencias absolutas y relativas (porcentajes). Se

empleo el test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de las variables continuas.
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Comparacién entre grupos:

Para contrastar las diferencias en las variables cuantitativas entre el grupo que mostré
positividad para CTCs al final del seguimiento y el que no, se utiliz6 el test no
paramétrico U de Mann-Whitney, debido a la posible no normalidad de las
distribuciones.

Para las variables categoricas, la comparacion entre grupos se llevé a cabo con el test
exacto de Fisher, ya que es adecuado para tamafios muestrales pequefios y tablas de

contingencia con frecuencias bajas.
Asociacion de variables:

Se evalué la asociacion de las variables independientes con la positividad de CTCs al
final del seguimiento mediante el célculo de las correspondientes Odds Ratios (OR)
crudas. Para cada OR, se obtuvieron intervalos de confianza (IC) del 95% con el fin de

evaluar la precision de las estimaciones.
Andlisis del ctDNA:

Para comparar la concentracién de ctDNA entre dos grupos, se utilizo el test de Mann-
Whitney.

En el caso de las comparaciones de medidas basales con respecto a las del seguimiento

en el mismo grupo, se utilizé el test de Wilcoxon para muestras pareadas.

Para comparar la concentracion de ctDNA en mas de dos grupos, se empleé el test de
Kruskal-Wallis, que es la alternativa no paramétrica al ANOVA cuando no se cumple la

suposicién de normalidad.

Los célculos se han realizado con el programa estadistico STATA version 16.
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C. RESULTADOS

PARTE A

ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS DEL
ESTUDIO FASE I

1. Estudio de las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes donde se
analizaron CTCs y ctDNA (n=28)

En esta primera parte describiremos las caracteristicas clinico-patolégicas de los

pacientes donde se pudo obtener y analizar las muestras de CTCs y ctDNA (28

pacientes).

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA

COHORTE SEGUN
SEXO

EDAD (afios)
RECAIDA

67.82 (+11.39)

FEMENINO
N=12 (42.86%)

65.00 (+11.82)

MASCULINO
N=16 (57.14%)

69.94 (+10.96)

25 (89.3%) 10 (83.3%) 15 (93.8%)
3 (10.7%) 2 (16.7%) 1 (6.3%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
3 (11.1%) 2 (17.7%) 1 (6.2%)
25 (89.3%) 10 (83.3%) 15 (93.8%)
24 (85.7%) 10 (83.3%) 14 (87.5%)
4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)
ANTECEDENTES DE
18 (64.3%) 11 (91.7%) 7 (43.8%)
10 (35.7%) 1 (8.3%) 9 (56.3%)
ADENOMAS
15 (75.0%) 6 (66.7%) 9 (81.8%)
5 (25.0%) 3 (33.3%) 2 (18.2%)
- Ausencia de 8 3 5
colonoscopia
posterior
DISPLASIA DE LOS
ADENOMAS
15 (75.0%) 6 (66.7%) 9 (81.8%)
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- Indeterminado

TABACO

Z
(e}

- Exfumador

1
II

27 (96.4%)
1 (3.6%)

19 (67.9%)
9 (32.1%)

20 (71.4%)
8 (28.6%)

17 (60.7%)
10 (35.7%)
1 (3.6%)

16 (57.1%)
9 (32.2%)
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12 (100.0%)
0 (0.0%)

8 (66.7%)
4 (33.3%)

10 (83.3%)
2 (16.7%)

6 (50.0%)
6 (50.0%)
0 (0.0%)

12 (100.0%)
0 (0.0%)

5 (25.0%) 3 (33.3%) 2 (18.2%)
16 (57.1%) 6 (50.0%) 10 (62.5%)
12 (42.9%) 6 (50.0%) 6 (37.5%)
20 (71.4%) 10 (83.3%) 10 (62.5%)
8 (28.6%) 2 (16.7%) 6 (37.5%)
QUIMIOTERAPIA
- No 22 (78.6%) 10 (83.3%) 12 (75.0%)
6 (21.4%) 2 (16.7%) 4 (25.0%)
AP PIEZA
- Bien 8 (28.6%) 4 (33.3%) 4 (25.0%)
- Moderadamente 18 (64.3%) 8 (66.6%) 10 (62.5%)
- Pobremente 2 (7.1%) 0 (0.0%) 2 (12.5%)
Y
2 (7.1%) 1 (8.3%) 1 (6.3%)
4 (14.3%) 1 (8.3%) 3 (18.8%)
14 (50.0%) 8 (66.7%) 6 (37.5%)
4 (14.3%) 0 (0.0%) 4 (25.0%)
4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)
TUMOR

15 (93.8%)
1 (6.3%)

11 (68.8%)
5 (31.3%)

10 (62.5%)
6 (37.5%)

11 (68.7%)
4 (25.0%)
1 (6.25%)

4 (25.0%)
9 (56.2%)



3 (10.7%) 0 (0.0%) 3 (18.8%)
- No 3 (10.7%) 2 (16.7%) 1 (6.3%)
- Si 25 (89.3%) 10 (83.3%) 15 (93.8%)

9 (32.1%) 3 (25.0%) 6 (37.5%)

8 (28.6%) 4 (33.3%) 4 (25.0%)

11 (39.3%) 5 (41.7%) 6 (37.5%)

18 (64.3%) 8 (66.7%) 10 (62.5%)

0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

10 (35.7%) 4 (33.3%) 6 (37.5%)
- No 12 (42.9%) 6 (50.0%) 6 (37.5%)

4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)

12 (42.9%) 4 (33.3%) 8 (50.0%)

0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

25 (89.3%) 12 (100.0%) 13 (81.3%)

2 (7.1%) 0 (0.0%) 2 (12.5%)

1 (3.6%) 0 (0.0%) 1 (6.3%)
ANTECEDENTES
FAMILIARES DE
CCR

23 (82.1%) 11 (91.7%) 12 (75.0%)
- Si 5 (17.9%) 1 (8.3%) 4 (25.0%)
INESTABILIDAD

24 (85.7%) 10 (83.3%) 14 (87.5%)

0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)

Tabla 5: Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio donde se analizaron CTCs y ctDNA:
Las abreviaturas son: AP: pieza de anatomia patolégica; TNM: sistema de clasificacion de
extension T: Tumor, N: Node, M: Metastasis; No insulinod: no insulinodependiente. Se considerd
una persona exfumadora cuando no ha consumido tabaco en el dltimo afio. Se clasificé como
consumo de carne roja de riesgo cuando ingiri6 mas de 500 gramos de carne roja semanalmente.
Se ordend como sobrepeso un IMC entre 25 y 30. Se agrup6 como obesidad un IMC (indice de
masa corporal)>30. Se dividi6 la variable ejercicio entre infrecuente (menos de 1 hora de camino
diaria durante 3 dias a la semana; frecuente (1 hora de camino diaria de 3 a 5 dias de la semana)
y muy frecuente (mayor de 1 hora de camino diaria durante al menos 5 dias de la semana). Se

consideré inmunosupresion la toma de farmacos biolégicos, inmunosupresores o toma de
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farmacos corticoesteroideos. Se incluyé como antecedentes familiares de CCR la presencia de

al menos 1 familiar de 1° grado con antecedentes de desarrollo de CCR.

A continuacion, desglosaremos los apartados, para facilitar la lectura.

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN

SEXO
EDAD (afios) 67.82 (+11.39) 65.00 (+11.82) 69.94 (+10.96)

La cohorte a estudio incluyé 28 pacientes, de los cuales 12 (42.86%) tenian sexo

femenino y 16 (57.14%) sexo masculino.

La edad media de los individuos del estudio fue de 67.82 + 11.39 afios, siendo el
paciente de menor edad de 43 afios y el paciente de mayor edad de 84 afios. Separando
por sexo, las mujeres tenian una edad ligeramente menor 65 + 11.82 afos que los
hombres 69.94 + 10.96 afios.

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO

COHORTE SEGUN
SEXO
RECAIDA

_ 25 (89.3%) 10 (83.3%) 15 (93.8%)

3 (10.7%) 2 (16.7%) 1 (6.3%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
3 (11.1%) 2 (17.7%) 1 (6.2%)
25 (89.3%) 10 (83.3%) 15 (93.8%)
DO 24(85.7%) 10 (83.3%) 14 (87.5%)
st

4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)

La mayoria de los pacientes (89.3%) no experimentaron recidiva tumoral. De los
pacientes que experimentaron recidiva (10.7%), la frecuencia fue mayor en mujeres
(16.7%) que en hombres (6.3%). Todos los casos de recidiva se presentaron en forma
de metastasis. No se registraron casos de recidiva local en la cohorte analizada.

Cuatro (14.3%) pacientes fallecieron durante el estudio, de los cuales hubo mas
porcentaje de mujeres fallecidas (16.7%) que de hombres fallecidos (12.5%). Del total

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

90



de los 4 exitus durante el estudio, 2 de ellos se debi6 a progresion tumoral, 1 de ellos a

enfermedad por Covid-19 y otro fallecié por motivo desconocido.

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN

SEXO
ANTECEDENTES
DE POLIPOS

- No 18 (64.3%) 11 (91.7%) 7 (43.8%)
10 (35.7%) 1 (8.3%) 9 (56.3%)

ADENOMAS

POSTERIORES

- No 15 (75.0%) 6 (66.7%) 9 (81.8%)

- 5 (25.0%) 3 (33.3%) 2 (18.2%)

- Ausenciade 8 3 5

colonoscopia
posterior

DISPLASIA DE LOS
5 (100.0%) 3 (60%) 2 (40%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

En 10 (35.7%) pacientes se encontraron poélipos adenomatosos en colonoscopias
previas en la cohorte de estudio, destacando una diferencia marcada entre sexos,
encontrandose 1 (8.3%) antecedente de adenoma en mujeres en comparacion con 9

(56.3%) antecedentes de adenomas en hombres.

En cuanto a la presencia de adenomas en colonoscopias posteriores a la cirugia,
se encontré en un total de 5 (25%) pacientes en los que realiz6 la colonoscopia (en 8
pacientes no se hizo colonoscopia de control), siendo la frecuencia de adenomas mayor
en mujeres, 3 (33.3%) que en hombres 2 (18.2%).

Todas las displasias de los adenomas de las colonoscopias posteriores a la cirugia

fueron displasia de bajo grado.

CARACTERISTICAS
CLINICAS SEGUN TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
SEXO

LOCALIZACION
16(67.1%  6(500%  10(625%)
12(829%)  6(500%)  6(@75%
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La mayoria de los tumores en la cohorte se localizaron en el lado izquierdo del colon,
representando el 57.1% de los casos en total y siendo menor en el caso de las mujeres
(50%) que en el de los hombres (62.5%).

CARACTERISTICAS
CLINICAS SEGUN TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO

SEXO

2 (7.1%) 1 (8.3%) 1 (6.3%)
4 (14.3%) 1 (8.3%) 3 (18.8%)
14 (50.0%) 8 (66.7%) 6 (37.5%)
4 (14.3%) 0 (0.0%) 4 (25.0%)
4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)

ESTADIO
- 1IC 20 (71.4%) 10 (83.3%) 10 (62.5%)
-~ IA-IIC 8 (28.6%) 2 (16.7%) 6 (37.5%)

La distribucion segun la clasificacion TNM de la muestra nos indica que la mayoria de
los pacientes se clasificaron en el grupo T3NO, representando el 50.0% de los casos
en total, donde habia mas mujeres (66.7%) que hombres (37.5%). Le sigue en
frecuencia con el mismo porcentaje de pacientes en los tres grupos, el grupo T2NO
[14.3% (mujeres 8.3%, hombres 18.8%)], T3N1 [14.3% (mujeres 0%, hombres 25%)] y
T3N2A [14.3% (mujeres 16.7%, hombres 12.5%)]. Por ultimo, el grupo T1NO presentaba
el menor numero de pacientes [7.1% (mujeres 8.3%, hombres 6.3%)]. El resto de los
subgrupos del TNM no fueron representados en la cohorte estudiada. La mayoria de
los pacientes se encontraban en un estadio entre | y 1IC (71.4%) con respecto a los
estadios entre 1A y IlIC (28.6%). El 83.3% de los casos en mujeres se encontraban en
el estadio I-1IC versus el 62.5% de hombres.

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN

SEXO

AP PIEZA
QUIRURGICA

4 (25.0%)

- Bien 8 (28.6%) 4 (33.3%)
- Moderadamente 18 (64.3%) 8 (66.6%) 10 (62.5%)
- Pobremente 2 (7.1%) 0 (0.0%) 2 (12.5%)
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El grueso de los casos presentaba un grado de diferenciacion moderadamente
diferenciado en la pieza quirargica, representando el 64.3% de los casos en total y
siendo la proporcion similar en ambos sexos (66.6% del sexo femenino versus

62.5% en el sexo masculino).

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN

SEXO

QUIMIOTERAPIA
-~ No 22 (78.6%) 10 (83.3%) 12 (75.0%)
- Si 6 (21.4%) 2 (16.7%) 4 (25.0%)

El 21.4% del total, recibieron quimioterapia después de la cirugia, siendo menor la
proporcion de pacientes mujeres (16.7%) que la recibieron versus la proporcién de
los pacientes hombres (25%) que la recibieron.

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN
SEXO
TUMOR

27 (96.4%)

12 (100.0%) 15 (93.8%)

1 (3.6%) 0 (0.0%) 1 (6.3%)

19 (67.9%) 8 (66.7%) 11 (68.8%)

9 (32.1%) 4 (33.3%) 5 (31.3%)

AFECTACION

_ 20 (71.4%) 10 (83.3%) 10 (62.5%)
8 (28.6%) 2 (16.7%) 6 (37.5%)
_ 17 (60.7%) 6 (50.0%) 11 (68.7%)
10 (35.7%) 6 (50.0%) 4 (25.0%)
1 (3.6%) 0 (0.0%) 1 (6.25%)

Solo un paciente de la cohorte (3.6%) presentd un tumor sincronico siendo este
paciente un hombre (6.3%). En cuanto a la presentacién en forma de tumor estenético,
en 9 (32.1%) se descubrié un tumor estendtico al diagnéstico, siendo la afectacién
en ambos sexos similar, 4 (33.3%) en mujeres versus 5 (31.3%) en hombres.
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El 28.6% del total de pacientes presentaron afectacion linfatica, siendo la afectacion

menos frecuente en mujeres (16.7%) que en hombres (37.5%).

El 35.7% de los individuos de nuestra cohorte tenian budding tumoral o gemacién en
el andlisis de la pieza quirdrgica. En el grupo de las mujeres fue mas frecuente la

presencia de budding (50.0%) que en los hombres (25.0%).

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN

SEXO

INESTABILIDAD
MICROSATELITES

24 (85.7%) 10 (83.3%) 14 (87.5%)
- No Estable 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)

Todos los casos donde se determind la inestabilidad de los microsatélites (24) fueron

clasificados como "estable".

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN
SEXO

ANTECEDENTES
23 (82.1%) 11 (91.7%) 12 (75.0%)
5 (17.9%) 1 (8.3%) 4 (25.0%)

Un 17.9% de los pacientes tenia antecedentes familiares de 1° grado de CCR, siendo

la frecuencia menor en mujeres (8.3%) que en hombres (25%).

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA TOTAL (n) FEMENINO MASCULINO
COHORTE SEGUN
SEXO

TABACO

16 (57.1%) 12 (100.0%) 4 (25.0%)
9 (32.2%) 0 (0.0%) 9 (56.2%)
3 (10.7%) 0 (0.0%) 3 (18.8%)
3 (10.7%) 2 (16.7%) 1 (6.3%)

25 (89.3%) 10 (83.3%) 15 (93.8%)

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

94



9 (32.1%) 3 (25.0%) 6 (37.5%)
8 (28.6%) 4 (33.3%) 4 (25.0%)
11 (39.3%) 5 (41.7%) 6 (37.5%)
18 (64.3%) 8 (66.7%) 10 (62.5%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
10 (35.7%) 4 (33.3%) 6 (37.5%)
12 (42.9%) 6 (50.0%) 6 (37.5%)
4 (14.3%) 2 (16.7%) 2 (12.5%)
12 (42.9%) 4 (33.3%) 8 (50.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

- No 25 (89.3%) 12 (100.0%) 13 (81.3%)
2 (7.1%) 0 (0.0%) 2 (12.5%)
1 (3.6%) 0 (0.0%) 1 (6.3%)
En relacion a los factores de riesgo modificables relacionados con el CCR

Un total del 10.7% y 32.1% de la muestra fueron fumadores y exfumadores
respectivamente. De los cuales, ninguna mujer habia fumado nunca versus el 18.8%

y 56.3% de los hombres que habian sido fumadores o exfumadores.

El grueso de la muestra, tanto mujeres como hombres, realizaban un consumo de
riesgo de carne roja (89.3%) siendo discretamente mayor en el caso de los hombres
(93.8%) frente al de las mujeres (83.3%).

El 67.9% de la cohorte present6d sobrepeso u obesidad (sobrepeso 28.6%, obesidad
39.3%), siendo la proporciéon mayor en el sexo femenino [75% (sobrepeso 33.3%,
obesidad 41.7%)] que en el sexo masculino [62.5% (sobrepeso 25%, obesidad 37.5%)].

El 35.7% de los individuos del estudio tenian diabetes, siendo diabetes no
insulinodependiente. El porcentaje de diabetes era similar entre mujeres (33.3%) y
hombres (37.5%).

La mayor parte de los pacientes de la cohorte realizaban ejercicio fisico [57.4%
(infrecuente 14.3%, frecuente 42.9%)]. La frecuencia de ejercicio varia entre los grupos
si tenemos en cuenta el sexo. Las mujeres hacen menos ejercicio [50% (infrecuente
16.7%, frecuente 33.3%)] que los hombres [62.5% (infrecuente 12.5%, frecuente 50%)].
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Ningun paciente realizé ejercicio muy frecuente (mas de 1 hora de caminata durante

mas de 5 dias a la semana).

El 10.7% de la muestra estaban bajo inmunosupresiéon (farmaco tépico 7.1%, farmaco
oral 3.6%). Ninguna mujer estaba bajo tratamiento inmunosupresor versus el 18.7%

(fArmaco tépico 12.5%, farmaco oral 6.3%) de los hombres que si lo estaban.

Las diferencias encontradas en los resultados de este estudio no fueron

estadisticamente significativas (p>0.05).

El analisis multivariante de las caracteristicas clinicas de los pacientes no obtuvo

resultados relevantes.

2. Estudio de las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes donde se

analizaron exclusivamente ctDNA (n=3)

CARACTERISTICAS
CLINICAS DE LA

COHORTE SEGUN
SEXO

EDAD (afios)

TOTAL
N=3

67.6 (+ 11.4)

FEMENINO
N=1 (33.3%)

79

MASCULINO
N=2 (66.6%)

62

3 (100.0%) 1 (33.3%) 2 (66.6%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
3 (100.0%) 1 (33.3%) 2 (66.6%)
3 (100.0%) 1 (33.3%) 2 (66.6%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
ANTECEDENTES DE
2 (66.6%) 1 (33.3%) 1 (33.3%)
1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (33.3%)
ADENOMAS
2 (66.6%) 1 (100.0%) 1 (50.0%)
1(33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
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DISPLASIA DE LOS

0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (50.0%)
1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
2 (66.6%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
1(33.3%) 1 (100.0%) 0 (0.0%)
3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
QUIMIOTERAPIA
3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
- Si 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
AP PIEZA
- Bien 2 (66.6%) 1 (100.0%) 1 (50.0%)
- Moderadamente 1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
- Pobremente 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
2 (66.6%) 1 (100.0%) 1 (50.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
TUMOR
- No 3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
TUMOR
- No 3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
AFECTACION
- No 3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
- Si 2 (66.6%) 1 (100.0%) 1 (50.0%)

- Indeterminado

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez



1 (33.3%) 1 (100.0%) 0 (0.0%)
2 (66.7%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
- Si 2 (66.6%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
- No 1 (33.3%) 1 (100.0%) 0 (0.0%)
1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
- No 1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
2 (66.6%) 1 (100.0%) 1 (50.0%)
- No 1 (33.3%) 0 (0.0%) 1 (50.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
2 (66.6%) 1 (100.0%) 1 (50.0%)
- No 3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
ANTECEDENTES
FAMILIARES DE
- No 3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
- Si 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
INESTABILIDAD
3 (100.0%) 1 (100.0%) 2 (100.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Tabla 6: Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio donde se analizaron sélo ctDNA:
Las abreviaturas son: AP: pieza de anatomia patolégica; TNM: sistema de clasificacion de
extension T: Tumor, N: Node, M: Metastasis; No insulinod: no insulinodependiente. Se considerd
una persona exfumadora cuando no ha consumido tabaco en el Gltimo afio. Se clasific6 como
consumo de carne roja de riesgo cuando ingiri6 mas de 500 gramos de carne roja semanalmente.
Se ordend como sobrepeso un IMC entre 25 y 30. Se agrupé como obesidad un IMC (indice de
masa corporal)>30. Se dividid la variable ejercicio entre infrecuente (menos de 1 hora de camino
diaria durante 3 dias a la semana; frecuente (1 hora de camino diaria de 3 a 5 dias de la semana)
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y muy frecuente (mayor de 1 hora de camino diaria durante al menos 5 dias de la semana). Se
consideré inmunosupresion la toma de farmacos biolégicos, inmunosupresores o toma de
farmacos corticoesteroideos. Se incluyé como antecedentes familiares de CCR la presencia de
al menos 1 familiar de 1° grado con antecedentes de desarrollo de CCR.

Partiendo de la base de que la muestra es pequefa (n=3), el analisis descriptivo es
similar con respecto a la parte anterior donde se analizaron las caracteristicas clinicas-
patolégicas de los pacientes donde se estudiaron las CTCs y ctDNA.
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PARTE B

ESTUDIO DE LAS CELULAS TUMORALES CIRCULANTES (CTCs)

B.1 Establecimiento del protocolo para aislamiento y caracterizacién de CTCs
mediante la combinacion de plataformas IsofluxTM® e ImagestreamX® en el

estudio Fase | (Ensayo piloto)

Este estudio de prueba de concepto fue aprobado por el Comité Etico (codigo: CPI-
2017-11-SAS-4B) del Hospital Universitario San Cecilio e incluyé a 16 pacientes con
cancer de colon en estadio temprano y 5 donantes sanos que firmaron formularios
de consentimiento informado. Se extrajeron muestras de sangre periférica (5 ml) antes
(n = 16) y un mes después de la cirugia (n = 9) y se procesaron en el laboratorio Liquid
Biopsy and Cancer Interception (LB&CI) del centro GENyO dentro de las 4 horas
posteriores a la extraccion. Su objetivo fue poner a punto la tecnologia y los protocolos

gue se iban a usar posteriormente en el estudio propuesto o fase Il.
B1.1 Estudio y caracterizacién de CTCs

Las CTCs fueron identificadas mediante su expresion positiva de citoqueratina (CK) en
todos los pacientes, y la ausencia de esta en todos los controles sanos, con una mediana
de recuentos de CTCs de 37 células (Intervalo de Confianza [IC] 13,0-85,5). Entre los
16 pacientes con cancer colorrectal (CC), al inicio del estudio (antes de la cirugia), el 31
% (5/16) presentaba <20 CTCs, el 44 % (7/16) tenia entre 21 y 100 CTCs, y el 25 %
(4/16) tenia mas de 100 CTCs (Figura 17A).

Ademas, se evaluo el area celular, encontrdndose que las CTCs eran significativamente
(p < 0,0001) méas grandes que las células CK negativas, independientemente de si
estaban unidas a perlas magnéticas (129,3 + 36,6 pm?2 y 94,7 + 11,4 pumz
respectivamente) o no (121,1 + 28,4 uym?y 76,5 + 28,1 um?, respectivamente) (Figura
17B).

La expresion de CD45 en células CK negativas confirmd que estas eran leucocitos
(Figura 17B). Sin embargo, también se identificaron altos niveles de expresion de CD45
en células CK positivas en todos los pacientes. Especificamente, la expresion media de
CD45 en CTCs fue del 88,4 % (rango 57,1-100) (Figura 18C).
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Figura 17 A y B: Optimizacién de protocolos. (A) Grafico de barras que muestra el
porcentaje de células libres de perlas positivas para citoqueratina sin el uso de papaina
(negro) o con la adicion de papaina (gris) para el desprendimiento de las células de las
perlas. (B) Diagrama de dispersion que muestra los leucocitos identificados por la tincion

de CD45+ en una poblacién negativa para citoqueratina (CK).
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Figura 18 A,B,C,D: Recuento y caracterizacion de células tumorales circulantes (CTCs)
basadas en la expresion de citoqueratina (CK). (A) Numero de CTCs en 5 ml de sangre
periférica (eje y) por paciente y controles sanos (HC), ordenados por recuentos
crecientes de células (eje x). (B) Comparacién del tamafio medio (en um) de las células
en funcion de la expresion de CK en células individuales (CK+/CK-) o CTCs unidas a
perlas (CK+ perlas/CK- perlas). EI nUmero de células utilizadas para calcular el tamafio
medio se muestra entre paréntesis. (C) Ejemplo de diagrama de dispersion de la
poblacion CK+ de un paciente segun la expresion de CD45. (D) Caracterizacién de
CTCs basada en la expresion de BRAFV600E y PD-L1. *** El valor de p es <0,001 para
la prueba ANOVA seguida de los analisis post hoc de Tukey.

Se identificd heterogeneidad fenotipica tanto intraindividual como interindividual en la
expresion de BRAFV600E y PD-L1 dentro de la poblacién de células CK positivas. Como
resultado, se distinguieron cuatro subpoblaciones de células tumorales circulantes
(CTCs) con diferentes frecuencias entre los pacientes (Figura 18D y Tabla 7).

N° CK + Clusters BRAFV600 BRAFV600 BRAFV600 BRAFV600 Localizacion
Paciente CTCs CTC(n) +PD-L1+ - PD-L1+ + PD-L1- - PD-L1- Nuclear de

(n) (%) (%) (%) (%) PD-L1

0 0 0 0 0 0 N/A

] o 0 0 0 0 0 N/A
0 0 0 0 0 0 N/A
0 0 0 0 0 0 N/A

HC5 [ 0 0 0 0 0 N/A
96 0 42.7 20.8 5.2 313 NO
51 0 5.9 0 62.8 31.4 NO
5 0 0 0 20 80 NO
40 0 2.5 2.5 25 70 NO
54 1 3.7 11.1 0 85.2 Sl
34 0 29.4 11.8 26.5 32.4 Sl
19 1 15.8 5.3 15.8 63.2 NO
4 0 0 25 0 75 NO
24 0 8.3 8.3 0 83.3 Sl
174 7 73 0 0 27 Sl
11 0 63.6 0 9.1 27.3 SI
21 0 9.5 19.1 0 71.4 NO
1421 92 721 11.8 0 16.1 Sl
11 1 72.7 9.1 9.1 9.1 Sl
53 0 86.8 0 11.3 1.9 Sl
114 0 36.8 8.8 6.1 48.3 Sl
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Tabla 7: Resumen de pacientes con CCR temprano analizados para recuentos de CTC
y subpoblaciones de CTC. N indica el numero de células tumorales circulantes (CTC) o
grupos de CTC por 5 ml de sangre periférica. Las abreviaturas son: Y, si; N, no; N/A, no

aplicable; y HC, control sano.

Codigo del paciente y % fenotipico de CTCs

45
38
39
42
43
34
46
28
30
35
32
31
41
36
33
37

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

BRAFVGOOE+PDL1+ (%) m BRAFVGOOE-PDL1+ (%)2 m BRAFVG0OE+PDLI- (%) m BRAFVG0OE-PDLI- (%)

Figura 19: Relacion entre pacientes y el porcentaje fenotipico de las poblaciones de
CTCs. A la izquierda se muestra el nUmero de cédigo del paciente, mientras que en la

parte inferior se presenta el porcentaje de la poblacion de CTCs segun su fenotipo.

Se detect6 que la expresién de BRAFV600E, medida como intensidad de fluorescencia,
estaba altamente correlacionada con la expresiéon de CK Unicamente en la poblacion
BRAF+/PD-L1- (p=0,035), mientras que la expresion de PD-L1 era independiente de
CK o BRAFV600E en las cuatro subpoblaciones. No se encontrd6 una correlacion
significativa (p=0,079) entre las poblaciones BRAFV600E+/PD-L1- y BRAFV600E-/PD-
L1+, lo que sugiere que la expresion de estos dos marcadores en CTCs es
independiente. Sin embargo, se observé una correlacién negativa significativa (p <
0,0001) entre las poblaciones doblemente positivas (BRAFVE600E+/PD-L1+) vy
doblemente negativas (BRAFV600E-/PD-L1-), lo que sugiere que estas

subpoblaciones podrian servir como herramientas de clasificacion.

De hecho, la subpoblacién de CTC mas frecuente fue la doble negativa (100%), seguida
de la doble positiva (88%). Se encontré6 mayor variabilidad en las subpoblaciones con

positividad Unica, las cuales se hallaron en el 69 % y el 63 % de los pacientes (para PD-
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L1+ y BRAFV600E+, respectivamente). A partir de estos hallazgos, se pudieron
establecer dos grupos principales segun la doble positividad (BRAFV600E+/PD-L1+) y
la doble negatividad (BRAFV600E-/PD-L1-) (Figura 20).

( BRAF- PDL1- )
\_
/
BRAF+ PDL1+
= w.

Figura 20: Caracterizacion de subpoblaciones de CTCs en pacientes con CC basada en
la expresion de BRAFV600E y PD-L1. La seccién izquierda de la figura presenta una
asociacion jerarquica entre los distintos grupos. La seccién central muestra un mapa de
calor que representa los porcentajes de expresion de BRAFV600E y/o PD-L1. La
seccion derecha exhibe un ejemplo de dos CTCs pertenecientes a las subpoblaciones
principales, una doblemente negativa (BRAFV600E-/PD-L1-) y otra doblemente
positiva (BRAFV600E+/PD-L1+).

También se reconocié una poblacién CK-/CD45+ que expresaba PD-L1 en el 62,5 %
(10/16) de los pacientes, mientras que solo se detect6 positividad para BRAF V600E en
la poblacién CK-/CD45+ en el 18,75 % (3/16). Ademas, se analizé la localizacion de
PD-L1 mediante el "analisis del asistente de co-localizacién" (Figura 21), dado que se
habia sugerido previamente que la tincién nuclear de este marcador se asocia con
peores resultados. En este analisis, se observé la co-localizacién nuclear de PD-L1 en
8 de 16 personas (Tabla 7).
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Figura 21: Localizacién nuclear de la expresién de PD-L1 en CTCs. La parte izquierda
presenta un grafico de barras con un nimero creciente de células tumorales circulantes
con citogueratina (CK). Los pacientes con expresion nuclear de PD-L1 se indican con
una flecha roja. La parte derecha muestra un ejemplo de tincion co-localizada de PD-L1

y ndcleo.

Finalmente, se evaluaron las muestras previas y posteriores a la cirugia (1 mes) en
nueve pacientes para demostrar que nuestro protocolo puede detectar cambios en el
recuento de CTCs, asi como la evolucién de las subpoblaciones de CTCs durante el
seguimiento. La mediana del nimero de CTCs aumentd a 117 células [IC 24,5-359,0]
en los seguimientos. Las comparaciones entre los recuentos de CTCs basales y de
seguimiento mostraron que el 55,6 % (5/9) de los pacientes tuvieron un aumento en los
CTCs CK+ después de la cirugia locorregional, mientras que el numero de CTCs
disminuyd solo en cuatro pacientes (Figura 22A). Ademas, la distribucidon entre las
subpoblaciones de CTCs cambié en todos los pacientes durante el seguimiento (Figura
22B).

Se observaron tres tendencias principales: ganancia de PD-L1+ en la poblacidn
BRAF+/PD-L1-, ganancia de ambos marcadores en la poblacion BRAF-/PD-L1- o
pérdida de ambos marcadores. Las CTCs de los pacientes 30 y 32 mostraron una
evolucion similar durante el seguimiento, con pérdida de poblaciones BRAF+/PD-L1-y
ganancia de poblaciones BRAF+/PD-L1+, mientras que las CTCs de los pacientes 36 y
41 ganaron poblaciones BRAF+/PD-L1+ y perdieron poblaciones BRAF-/PD-L1-.
Finalmente, las CTCs de los pacientes 42, 43, 45 y 28 ganaron poblaciones BRAF-/PD-
L1-y perdieron la poblacion BRAF+/PD-L1+.

No se pudo analizar correctamente la evolucion de la subpoblacién de CTCs a lo largo

del tiempo para el paciente 37, ya que se aplicO quimioterapia antes del muestreo
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previsto de seguimiento. Por lo tanto, solo se detectaron seis CTCs un mes después de
la cirugia y no se observaron cambios entre las poblaciones. Curiosamente, este
paciente fue el Unico con recurrencia y fallecié de metastasis hepaticas y pulmonares

cinco meses después de la cirugia locorregional.

A 1500 B
1300 i
800 100

600

400 50

CTC counts per
5mL blood

200

28 45 43 41 36 32 37 30 42 oW m Ll_imu.itﬂl-l-imLLimu.iﬂﬂu—gfﬂU-:mu—

Patients 37:30532;36:41:42;43;45;28

EE BRAF - PDL1-
mm BRAF+PDL1-
mm BRAF-PDL1 +
mEm BRAF + PDL1+

Figura 22 A,B,C: Evaluacion de los recuentos de células tumorales circulantes (CTC) y
la evolucion de subpoblaciones durante el seguimiento de los pacientes. (A) Gréfico de
barras que representa los nimeros de CTCs en 5 ml de sangre periférica al inicio (negro)
y un mes después de la cirugia locorregional (gris) para 9 pacientes. (B) Evolucion de
las cuatro subpoblaciones de CTCs segun la expresion de BRAFV600E y/o PD-L1. Para
cada paciente, la B indica la linea de base y la F indica el seguimiento. (C) Modelo de
los principales procesos de evolucién de las subpoblaciones de CTCs. Los colores son:
naranja para BRAFV600E+/PD-L1+; rosa para BRAFVG600E-/PD-L1+; verde para
BRAFV600E+/PD-L1-; y cian para BRAFV600E-/PD-L1-.
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B.2 Impacto del analisis de CTCs sobre el resultado clinico del paciente. Estudio

analitico de CTCs en muestra previa y postcirugia. Estudio prospectivo o Fase Il

B.2.1 Presencia de Células Tumorales Circulantes y su asociacién con las

variables clinico-patoldgicas antes de la cirugia

De los 28 pacientes incluidos en el analisis 14 de ellos (50%) fueron positivos para la
presencia de células tumorales circulantes antes de la intervencién quirdrgica. De estos
14 pacientes positivos 5 (41,7%) eran mujeres y 9 (56,3%) eran hombres. El rango de
CTCs variaba entre 1 y 18, con una media de 5,64 CTCs/5 ml de sangre y una
mediana de 3,5 CTCs/5 ml.

En el andlisis de CTCs antes de la cirugia (Tabla 8a), la presencia de CTCs mostr6 un
relacion estadisticamente significativa con la edad, asi, la media de edad al
diagnéstico era de 71.86 (x9.71) para los que tenian ausencia de CTCs mientras que
detectamos una media de edad de 63.79 (+11.83) para los que tenian presencia de

CTCs (p=0.05). En relacion al sexo, no encontramos diferencias significativas.

Los antecedentes de presencia de adenomas en colonoscopias previas reflejaron una
tendencia a presentar CTCs en el analisis previo a la cirugia, de tal forma que, de los 10
pacientes positivos para polipos adenomatosos, 6 de ellos presentaban CTCs, no
obstante, esta relacion no fue estadisticamente significativa (p=0.65). Esta tendencia se
reflejaba también en la presencia de gemaciéon o budding tumoral es decir la presencia
de células tumorales aisladas o en pequefios grupos situadas en el frente
infiltrante del tumor, donde encontramos que el 55,6% por ciento de los pacientes con
budding positivo presentaban presencia de CTCs, aunque esta tendencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.69). Dicha relacién también se observé en los
pacientes con AP del tejido descrita como moderadamente y pobremente diferenciada,

sin observar tampoco significacion estadistica.

La practica de ejercicio fisico también fue evaluada en relacion con la presencia de
CTCs antes de la cirugia, el resultado del analisis mostro datos que identificaban que
aquellos pacientes que realizaban ejercicio mas de 3 dias a la semana tenian una
tendencia similar a presentar CTCs que aquellos que no lo practicaban, sin embargo,
aquellos pacientes que realizaban ejercicio moderado y no mas de 3 dias a la semana

presentaba una menor tendencia a la presencia de CTCs (p=0.08).
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B2.2 Presencia y Persistencia de Células Tumorales Circulantes después de la

intervencidn quirdrgicay su asociacion con las variables clinico-patolédgicas

Con el fin de investigar el impacto de la cirugia en la persistencia o desaparicién de
CTCs y su asociacibn con variables clinico-patolégicas, se realizaron analisis
bivariantes. 7 pacientes no pudieron ser evaluados debido a dos factores principales:
escasa cantidad de muestra y pérdida de la extraccién por negativa del paciente. El
analisis sobre la dindmica de las CTCs se limité a 21 de los 28 pacientes inicialmente

incluidos.

Los resultados para estos 21 pacientes indicaron que en seis (28.57%) persistia la
presencia de CTCs en la toma de muestra después de la intervencién quirdrgica.
Ademas, dos pacientes (9.52%) cambiaron de un resultado negativo antes de la cirugia
a un resultado positivo después de la misma. Por otro lado, ocho de los 21 pacientes
(38.10%) permanecieron negativos antes y después de la cirugia, mientras que cinco
(23.81%) que tenian CTCs antes de la operacion se negativizaron posteriormente (ver
Tabla 8a). Al analizar el resultado final, ocho pacientes (38.10%) resultaron positivos
tras la intervencion, comparado con 13 (61.90%) que fueron negativos después de la
cirugia (ver Tabla 8b).

Presencia CTCs

antes y después de Frecuencia Porcentaje (%) Acumulado
cirugia
8 3.1 38.1
5 2381 61.9
2
6

0,52 71.43
2857 100
21 100 100

Tabla 8a: Distribucion de la presencia de CTCs antes y después de la cirugia

CTCs postcirugia Frecuencia Porcentaje (%) Acumulado

13 619 619
8 3.1 100
21 100 100

Tabla 8b: Distribucion de la presencia/ausencia de CTCs después de la cirugia
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El andlisis bivariante revel6 que la mediana de edad al diagnéstico era de 75 afios para
aquellos que negativizaron CTCs frente a 61.5 afios para los que positivizaron,
sugiriendo que una edad mas temprana al diagnéstico se asocia con una mayor
probabilidad de diseminacion tumoral, es decir, con la presencia de CTCs. El
riesgo ajustado fue de 0.93 (IC 95%, 0.86-1.01) para los pacientes mas jovenes en
comparacion con los mayores, aunque este resultado no alcanzé significacion

estadistica (p=0.063), mostrando solo indicios de significacion.

En relacién con el género, el 44.44% de las mujeres positivizaron frente al 33.33% de
los hombres, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p=0.673). La regresion logistica indic6 que ser mujer incrementa el riesgo en 1.6

veces de presentar CTCs comparado con ser hombre.

Finalmente, el andlisis de otras variables clinicas, como el patréon estenosante,
presencia de adenomas en colonoscopia posterior a cirugia, invasion linfovascular,
budding tumoral, localizacién del tumor, estadio tumoral, realizacién de ejercicio,
obesidad, tabaco y antecedentes familiares de CCR no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en relacién con los cambios dinamicos de las CTCs antes
y después de la cirugia (ver Tabla 9).

Variable clinica Subtipos P estadistica
Si 0.53
Patréon estenosante
No 0.59
Si 0.64
Presencia de adenomas
tras cirugia
No 0.37
Si 0.59
Invasion linfovascular
No 0.23
Ausencia 0.21
_ Bajo 0.30
Budding tumoral e )
Alto -
C. Izquierdo 0.59
Localizacion de tumor
C. Derecho 0.89
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No 0.22

Ejercicio < 3 dias/semana 0.48
>3 dias/semana 0.59

Normopeso 1

Obesidad Sobrepeso 1
Obesidad 0.24
No 0.56
Tabaco Exfumador 0.96

Fumador activo -
No 0.56

Antecedentes familiares
de CCR :

Si 0.47

Tabla 9: Cambios dindmicos de CTCs y asociacién estadistica

B2.3 Analisis de la presencia de Células tumorales Circulantes y el resultado
clinico

Se abord6 también el impacto de la presencia de CTCs sobre la recaida de la

enfermedad analizada comparandose la presencia previa o postcirugia.

Andlisis de la presencia de CTCs antes de la cirugia: De los 28 pacientes reclutados,
3 de ellos (10.71%) sufrieron una recaida constatada; el 67% de ellos presentaron
CTCs. El resto de los pacientes (25) no recayeron al momento del cierre del estudio, y
sélo 12 (48%) de ellos presentaron CTCs. Se comparé el numero de CTCs detectadas

en los pacientes que recayeron versus los que no recayeron.

Andlisis de la persistencia de CTCs después de la cirugia: De los 21 pacientes

analizados, solo 8 presentaron CTCs al mes de la intervencion quirurgica.

Dos de los 21 pacientes recayeron al cierre del estudio, y solo 1 de los 2 (50%)
presentaba CTCs. No se encontr6 asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de CTCs y la recaida.
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B2.4 Analisis del perfil fenotipico de Células tumorales Circulantes

La heterogeneidad de las subpoblaciones celulares de CTCs detectadas antes y
después de la intervencién quirdrgica se evalu6 mediante la determinacién de la
expresion de PD-L1, BRAF-V600 y CD45.

Caracterizacion de CTCs previa a la intervencién quirdrgica: De los 14 pacientes

positivos para la presencia de CTCs antes de la cirugia, el 85,7% tenia mas de 1 CTC/5
ml de sangre. Diez de los 14 pacientes (71,5%) presentaron CTCs con células positivas
para la expresion simultanea de PD-L1 y BRAF-V600 (Tabla 11).

Numero de CTCs N° de pacientes y % del total

analizado

14 (50.0%)
0 F=7 (58.3%)

M=7 (43.8%)

2 (7.1%)
1 F=0 (0.0%)

M=2 (12.5%)

4 (14.3%)
2 F=1 (8.3%)

M=3 (18.8%)

1 (3.6%)
3 F=1 (8.3%)

M=0 (0.0%)

1 (3.6%)
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4 F=1 (8.3%)

M= 0 (0.0%)

2 (7.1%)
5 F=0 (0.0%)

M=2 (12.5%)

1 (3.6%)
8 F=0 (0.0%)

M=1 (6.3%)

2 (7.1%)
13 F=1 (8.3%)

M=1 (6.3%)

1 (3.6%)
18 F=1 (8.3%)

M=0 (0.0%)

Analizados: 28 (F=12 + M=16)

Positivos: 14 (F=5 + M=9)

Negativos: 14 (F=7 +M=7)

Tabla 10: Numero de CTCs y % por paciente analizado en pacientes previo a la cirugia,
distinguiendo entre sexos.

En cuanto al porcentaje de CTCs positivas para ambos biomarcadores en la poblacion,
se observd un rango de 11.11% al 100% de esta subpoblacion, dependiendo del

paciente analizado. El porcentaje de pacientes con CTCs negativas para ambos
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marcadores (BRAF-V600/PD-L1) fue del 32.14%. El porcentaje de CTCs positivas y

negativas para ambos marcadores en cada paciente se detalla en la tabla 11.

% de células en el
paciente con
CTCs con
marcador
positivo

0%

25%

50%

60%

75%

11.11%

Doble positivo
BRAF-V600/PD-L1

4 (28.6%)
F= 0 (0.0%)

M= 4 (44.4%)

1 (7.1%)
F=1 (1.1%)

M=0 (0.0%)

1 (7.1%)
F=1 (1.1%)

M=0 (0.0%)

2 (14.3%)
F=1 (20.0%)

M=1 (11.1%)

1 (7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

1 (7.1%)
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% de células en el
paciente CTCs

con marcador
negativo

0%

20%

25%

40%

50%

53.85%

L1

5 (35.7%)
F= 2 (40.0%)

M= 3 (33.3%)

1 (7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

1 (7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

1 (7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

4 (28.6%)
F=3 (60.0%)

M=1 (11.1%)

1 (7.1%)

Doble negativo
BRAF-V-600/PD-
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F=0 (0.0%) F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%) M=1 (11.1%)
92.31% 1 (7.1%) 100% 1 (7.1%)
F=1 (20.0%) F=0 (0.0%)
M=0 (0.0%) M=1 (11.1%)
100% 3 (21.4%)

F=1 (20.0%)

M=2 (22.2%)

Analizados 28 (F=12 + M=16) Analizados 28 (F=12 + M=16)
Positivos 10 (F=5 + M=5) Positivos 9 (F=3 + M=6)
Negativos 18 (F=7 + M=11) Negativos 19 (F=9 + M=10)

Tabla 11. Porcentaje de poblaciones de CTCs en los pacientes con marcadores
doblemente positivos y negativos (BRAF-V600/PD-L1) en pacientes antes de la cirugia.
“F” = mujer/ "M” = hombre. Nota: En la casilla del 0% se recogen los pacientes que
presentando CTCs positivas no tienen subpoblaciones positivas del marcador/es

reseflado/s.

Con relacion al género y la coexpresion de ambos marcadores, todas las mujeres
presentaron positividad para PD-L1 y BRAF-V600, mientras que, en la poblacion
masculina, 4 de los pacientes no presentaron fenotipos doble positivos para la expresion

de PDL-1 y BRAF-V600, lo que corresponde al 44,4% de los hombres examinados.

De los 14 pacientes positivos para CTCs, 6 (43%) fueron positivos para la expresion
exclusiva de BRAFv600. El rango de positividad de CTCs BRAFv600+ fue del 7,7% al
100% de todas las CTCs presentes en cada individuo. Las Tablas 12 y 13 muestran el
porcentaje de positividad de cada subpoblacion de CTCs para los marcadores

analizados, asi como el recuento de su agrupacion en clusteres.
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En relacién al sexo, no hubo diferencias significativas en la mayor presencia de CTCs
con fenotipo BRAF+ entre sexos: 3 de los 6 pacientes con CTCs BRAF+ fueron hombres
(50%) y 3 fueron mujeres (50%), si bien el porcentaje de CTCs BRAF+ fue mayor que

en mujeres.

En cuanto a PD-L1, su expresion estaba restringida a su localizacion nuclear. 5 de los
14 pacientes positivos presentaron CTCs PD-L1+ (36%). De estos pacientes, 3
correspondian a la poblacién femenina y 2 a la masculina. No habia diferencias

significativas en el porcentaje de CTCs PD-L1+ entre sexos, siendo el rango de
positividad entre el 20% y el 40% del total de CTCs detectadas.

% de células BRAF-V600 NuUmero de NUmero y % de
CTCs con exclusivo células con PD-L1 pacientes
marcador en nucleo

positivo
0% 8 (57.1%) 0 5 (50%)
F=2 (40.0%) F=2 (40.0%)
M=6 (67.7%) M=3 (60.0%)
7.69% 1 (7.1%) 1 2 (20%)
F=1 (7.1%) F=2 (40.0%)
M=0 (0.0%) M=0 (0.0%)
25% 1(7.1%) 2 1 (10%)
F=1 (7.1%) F=0 (0.0%)
M=0 (0.0%) M=1 (20.0%)
38.89% 1 (7.1%) 3 1 (10%)
F=1 (7.1%) F=0 (0.0%)
M=0 (0.0%) M=1 (20.0%)
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46.15%

80%

100%

Analizados

Positivos

Negativos

1 (7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

1(7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

1(7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

28 (F=12 + M=16)

6 (F=3 + M=3)

22 (F=9 + M=13)

6
F=1 (20.0%)

M=0 (0.0%)

Analizados

Positivos

Negativos

1 (10%)

28 (F=12 + M=16)

5 (F=3 + M=2)

23 (F=9 + M=14)

Tabla 12. Porcentaje de CTCs con marcador BRAFV-600 y nimero de células con
marcador PD-L1 en el nucleo en pacientes antes de la cirugia. “F” = mujer/ "M” = hombre.
Nota: En la casilla del 0% se recogen los pacientes que presentando CTCs positivas no

tienen subpoblaciones positivas del marcador/es resefiado/s.

La expresion de CD45 también fue determinada en las CTCs. Curiosamente, 11 de los
14 pacientes mostraban CTCs positivas para CD45. El porcentaje de CTCs CD45+

era igual en ambos sexos, sin diferencias significativas.

El nimero de cllsteres, es decir, agrupaciones de CTCs, también se evalué. Cuatro
de los 14 pacientes presentaban agrupaciones de CTCs, de los cuales 3 eran hombres

y 1 era mujer. El rango de CTCs por cluster fue de 2 a 5 células.
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NUumero de

células CD45+

13

NUmero y % de

pacientes

2 (15.4%)
F=0 (0.0%)

M=2 (25.0%)

3 (23.1%)
F=2 (40.0%)

M=1 (12.5%)

3 (23.1%)
F=1 (20.0%)

M=2 (25.0%)

1(7.7%)
F=1 (20.0%)

M=0 (0.0%)

1 (7.7%)
F=0 (0.0%)

M=1 (12.5%)

1(7.7%)
F=0 (0.0%)

M=1 (12.5%)

2 (15.4%)
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Nimero de CTCs
en clusters

pacientes

10 (71.4%)
F=4 (80.0%)

M=6 (66.7%)

1 (7.1%)
F=0 (0.0%)

M=1 (11.1%)

2 (14.3%)
F=0 (0.0%)

M=2 (22.2%)

1 (7.1%)
F=1 (20.0%)

M=0 (0.0%)

NUmero y % de
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F=1 (20.0%)

M=1 (12.5%)

Analizados 28 (F=12 + M=16) Analizados 28 (F=12 + M=16)
Positivos 11 (F=5 + M=6) Positivos 4 (F=1 + M=3)
Negativos 17 (F=7+ M=10) Negativos 24 (F=11 + M=13)

Tabla 13: Numero de células CD45 y numero de CTCs en clisteres en pacientes antes
de la cirugia. “F” = mujer/ "M” = hombre. Nota: En la casilla de O se recogen los pacientes
que presentando CTCs positivas no tienen subpoblaciones positivas del marcador/es
resefiado/s.

Subpoblaciones CTCs precirugia

Clusters
CDA45+
BRAF- PDL1-

PDL1+

|
|
|
I
B R A -
P DL T+ B R ARV 600 + |
|

CTCs

ausencia M presencia

Figura 23: NUmero de pacientes precirugia con ausencia o presencia de las distintas

poblaciones de CTCs.

Caracterizacion de CTC post-intervencion quirdrgica: En el analisis tras la

intervencion quirdrgica, 7 pacientes no pudieron ser evaluados debido a dos factores
principales: escasa cantidad de muestra y pérdida de la extraccion por negativa del

paciente. De los 21 pacientes analizados, se detectaron CTCs en 8 pacientes, de los
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cuales 4 (50%) fueron hombres y 4 (50%) mujeres. El rango de células oscilaba entre 1
y 12 CTCs/5ml (Tabla 14).

Numero de CTCs N° de pacientes y % del total

analizado

0 13 (61.9%)
F=5 (55.6%)

M=8 (66.7%)

1 1 (4.8%)
F=0 (0.0%9

M=1 (8.3%)

3 1 (4.8%)
F=0 (0.0%9

M=1 (8.3%)

4 2 (9.5%)
F=1 (11.1%)

M=1 (8.3%)

5 1 (4.8%)
F=0 (0.0%9

M=1 (8.3%)

6 1 (4.8%)
F=1 (4.8%)

M=0 (0.0%)
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8 1 (4.8%)

F=1 (4.8%)
M=0 (0.0%)
12 1 (4.8%)
F=1 (4.8%)
M=0 (0.0%)
Analizados 21 (F=9 + M=12)
Positivos 8 (F=4 + M=4)
Negativos 13 (F=5 + M=8)

Tabla 14: Numero de CTCs y % por paciente analizado en pacientes después de la

cirugia, distinguiendo entre sexos.

De estos 8 pacientes CTC+, 6 de ellos (75%) eran positivos para la doble expresién de
PDL-1 y BRAFV600, sin diferencias significativas en la expresién de estos marcadores
entre hombres y mujeres. El rango de CTCs PDL1+/BRAFV600+ era de 17% al 100%
de las CTCs, dependiendo del paciente (Tabla 15).

La presencia de doble negativos para ambos marcadores sobre las CTCs también fue
detectada en algunos pacientes, de tal forma que 4 pacientes de los positivos para CTCs
presentaron subpoblaciones negativas, sin positividad para ninguno de estos

marcadores y representando el 19.05% de los pacientes analizados.
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% de células en el
paciente CTCs

% de células en el
paciente con

Doble positivo
BRAF-V600/PD-L1

Doble negativo
BRAF-V-600/PD-

CTCs con con marcador L1
marcador negativo
positivo
0% 2 (25.0%) 0% 4 (50.0%)
F=1 (25.0%) F=2 (50.0%)
M=1 (25.0%) M=2 (50.0%)
16.67% 1 (12.5%) 33.33% 1 (12.5%)
F=1 (25.0%) F=0 (0.0%)
M=0 (0.0%) M=1 (25.0%)
25% 1 (12.5%) 40% 1 (12.5%)
F=1 (25.0%) F=0 (0.0%)
M=0 (0.0%) M=1 (25.0%)
33.33% 1 (12.5%) 75% 2 (25.0%)
F=1 (25.0%) F=2 (50.0%)
M=0 (0.0%) M=0 (0.0%)
60% 1 (12.5%)
F=0 (0.0%)
M=1 (25.0%)
66.67% 1 (12.5%)
F=0 (0.0%)
M=1 (25.0%)
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100%

1 (12.5%)
F=0 (0.0%)

M=1 (25.0%)

Analizados 21 (F=9 + M=12) Analizados 21 (F=9 + M=12)
Positivos 6 (F=3 + M=3) Positivos 4 (F=2 + M=2)
Negativos 15 (F=6 + M=9) Negativos 17 (F=7 + M=10)

Tabla 15. Porcentaje de poblaciones de CTCs en los pacientes con marcadores
doblemente positivos y negativos (BRAF-V600/PD-L1) en pacientes después de la
cirugia. “F” = mujer/ "M” = hombre. Nota: En la casilla del 0% se recogen los pacientes
gue presentando CTCs positivas no tienen subpoblaciones positivas del marcador/es

resefiado/s.

En cuanto a la presencia de CTCs BRAFV600+, 2 de los pacientes (25%) presentaron
expresion aislada de este marcador, siendo ambos mujeres. Entre el 25% y el 33% de
las CTCs analizadas en estos pacientes presentaron positividad para este marcador de
forma exclusiva.

La expresion de PD-L1 fue detectada en 4 de los 8 pacientes positivos para la presencia
de CTCs, con un rango de positividad de 8% al 100% del total de CTCs detectadas en
cada paciente. Tres de los pacientes CTCs PD-L1+ fueron mujeres frente a un solo
hombre con esta subpoblacion de CTCs. El PD-L1 detectado en estos pacientes fue
localizado en el citoplasma; sin embargo, uno de los pacientes presenté una

localizacion nuclear del PD-L1, siendo un paciente masculino.

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

122



% de células
CTCs con
marcador

positivo

0%

25%

33.33%

Analizados

Positivas

Negativas

BRAF-V600
exclusivo

6 (75.0%)
F=2 (50.0%)

M= 4 (100.0%)

1 (12.5%)
F=1 (25%)

M=0 (0.0%)

1 (12.5%)
F=1 (25%)

M=0 (0.0%)

21 (F=9 + M=12)

2 (F=2 + M=0)

19 (F=7+ M=12)

% de células
CTCs con

marcador positivo

0%

8.33%

33.33%

75%

100%

Analizados

Positivas

Negativas

4 (50.0%)
F=1 (25.0%)

M=3 (75.0%)

1 (12.5%)
F=1 (25.0%)

M=0 (0.0%)

1 (12.5%)
F=1 (25.0%)

M=0 (0.0%)

1 (12.5%)
F=1 (25.0%)

M=0 (0.0%)

1 (12.5%)
F=0 (0.0%)

M=1 (25.0%)

21 (F=9 + M=12)

4 (F=3 + M=1)

17 (F=6 + M=11)
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Tabla 16. Porcentaje de CTCs con marcador BRAFV-600 y marcador PD-L1 en los
pacientes después de la cirugia. “F” = mujer/ "M” = hombre. Nota: En la casilla del 0%
se recogen los pacientes que presentando CTCs positivas no tienen subpoblaciones

positivas del marcador/es resefiado/s.

En relacion al CD45, 4 de los pacientes presentaron CTCs con expresiéon de CD45,
con un rango de positividad de 1 CTC a 12 CTCs. No habia diferencias significativas

entre hombres y mujeres en cuanto a la presencia de esta subpoblacion celular.

En cuanto a la presencia de clusteres de CTCs, 5 de los 8 (62%) pacientes

presentaron agrupaciones de CTCs con un rango de 2 a 6 CTCs por cllster. En este

caso, 3 de los pacientes con clisteres celulares eran mujeres frente a 2 hombres.

NUumero de Numero y % de Numero de CTCs Numero y % de

células CD45+ pacientes en clusters pacientes
0 4 (50.0%) 2 (28.6%)

F=2 (50.0%) F=1 (25.0%)

M=2 (50.0%) M=1 (33.3%)
1 1 (12.5%) 2 (28.6%)

F=0 (0.0%) F=1 (25.0%)

M=1 (25.0%) M=1 (33.3%)
2 2 (25.0%) 2 (28.6%)

F=1 (25.0%) F=1 (25.0%)

M=1 (25.0%) M=1 (33.3%)
12 1 (12.5) 1 (14.3%)

F=1 (25.0%) F=1 (25.0%)

M=0 (25.0%) M=0 (0.0%)
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Analizados 21 (F=9 + M=12) Analizados 21 (F=9 + M=12)

Positivos 4 (F=2 + M=2) Positivos 5 (F=3 + M=2)

Negativos 17 (F=7 + M=10) Negativos 16 (F=6 + M=8)

Tabla 17: Numero de células CD45 y numero de CTCs en clusteres en pacientes
después de la cirugia. “F” = mujer/ "M” = hombre. Nota: En la casilla de 0 se recogen los
pacientes que presentando CTCs positivas no tienen subpoblaciones positivas del

marcador/es resefiado/s.

Subpoblaciones CTCs postcirugia

Clusters

CD45+

BRAF- PDL1-
PDL1+

BRAF+

PDL1+ BRAFVE00 +

CTCs

o
2%}

4 6 8 10 12 14

ausencia M presencia

Figura 24: Numero de pacientes postcirugia con ausencia o presencia de las distintas
poblaciones de CTCs
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PARTE C

IMPACTO CLINICO DEL ANALISIS DE LA CONCENTRACION Y PERFILES DE
FRAGMENTACION DEL ADN CIRCULANTE

En este estudio, se analizé la concentracion y el perfil fragmentémico del cfDNA en 31
pacientes con cancer de colon, examinando su relacién con el tipo de individuo (sano
vs. paciente), el grado de progresion de la enfermedad y la influencia del tratamiento de

quimioterapia sobre ambas caracteristicas del ADN.

A continuacion, se detallan los resultados del analisis mencionado.

C1. Andlisis de la concentracion de DNA libre circulante
C1.1 CfDNA y presencia de enfermedad

En cuanto a la concentracion de cfDNA, los andlisis revelaron que esta fue
significativamente mas alta en pacientes con cancer en comparacion con los
controles sanos, tanto en las muestras basales (PB) (p=0.0286) como en las de
seguimiento a 1 mes (PS) (p=0.013). Estos resultados sugieren que la concentraciéon de
cfDNA podria ser un marcador Util para el diagnéstico y el prondstico del cancer de colon
(Figura 25).

concentration qubit
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Figura 25: Concentracion de cfDNA entre controles y pacientes
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C1.2 CfDNA y estadio clinico

Por otro lado, se relaciond la concentracion de cfDNA con grado (estadio) de la
enfermedad. Al contrario que en la relacion anterior, aqui no se encontraron diferencias
significativas entre los estadios I, y Il (Figura 26A). Excepto en el caso en el que se
analizaba la relacion entre cfDNA en sanos y en pacientes con estadio I, donde si se
encontrd unarelacién significativa (p=0.0002), diferencia que no fue detectada entre
controles con el resto de los estadios (Figura 26B).

cfDNA concentration vs stage
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Figura 26 A: concentracion de cfDNA por estadios
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Figura 26 B: concentracion de cfDNA por estadios vs controles
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C1.3 CfDNA y variables clinico-patoldgicas

La concentracién de cfDNA se analizé en funcién de las variables clinico-patoldgicas
(las mismas que hemos referido en el apartado C. Resultados. Parte A. Estudio de las
caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes donde se analizaron CTCs y ctDNA
(n=28), sin encontrarse ninguna correlacién positiva entre la [cfDNA] y alguna de

las variables clinicas incluidas en el estudio.

C1.4 CfDNA y tratamiento quimioterdpico

El andlisis de la concentracion de cfDNA y el tratamiento con quimioterapia mostré que
la [cfDNA] durante el seguimiento fue significativamente mayor comparada con la
detectada antes de la administracion de la quimioterapia adyuvante (basal) (p=0.0623)
(Figura 27). Lo que sugeria que el tratamiento inducia la muerte de las células tumorales
y su vertido a la circulacion sanguinea. Solo se pudo analizar a 5 de los 6 pacientes que
recibieron quimioterapia debido a que en uno de ellos la muestra para el estudio de

cfDNA no fue de calidad suficiente para poder realizar el analisis.

Concentration
0.8 0,0623
| 1
0.6
;
?’ 0.4-
0.2-
0.0 ,

Figura 27: Concentracion de cfDNA entre los pacientes que recibieron quimioterapia

C2. Anélisis del perfil fragmentémico
En relacion al andlisis de perfil de fragmentos, este revelo diferencias tanto en la longitud

como en la concentracion de estos fragmentos de cfDNA entre pacientes y controles.
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C2.1 Analisis de fragmentos del CfDNA y la presencia de enfermedad

Con respecto a la longitud de los fragmentos de cfDNA, los pacientes muestran un
perfil de fragmentos mas cortos en comparacion con los controles, tanto en la
muestra basal (p=0.0278) como en la muestra obtenida durante el seguimiento
(p=0.0017) (Figura 28 A), mostrando que este perfil de fragmentos cortos se relaciona

con la posible presencia de enfermedad tumoral.

En cuanto al tipo de fragmentos detectados, los fragmentos de entre 100-200 pb se
concentraban en la cohorte de pacientes con cancer frente a la de controles que
superaban los 200 pb, tanto a basal (p= 0.0404) como durante el seguimiento (p=
0.0452) (Figura 28B)

*% p=0.0017
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Figura 28A y B: longitud de los fragmentos de ctDNA en pares de bases (pb) de las

muestras de controles vs basal y postcirugia

C2.2 Analisis de fragmentos del CfDNA y estadio

En este caso, el andlisis de la longitud de los fragmentos de ctDNA mostraba ausencia

de diferencias significativas (p>0.05) con los diferentes estadios.
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Figura 29: longitud de los fragmentos de ctDNA en pares de bases de las muestras de

controles versus pacientes segun su estadio.
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Figura 30: Perfil de fragmentos de cfDNA. La figura identifica el rango de pares de bases
que corresponde al cfDNA (100-250pb)

C2.3 Analisis de fragmentos del cfDNA y las variables clinico-patoldgicas

La correlacion entre las diferentes variables clinicas y la concentracion de fragmentos

cortos fue analizada y no se encontraron diferencias significativas. A excepcion del
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“sex0”, donde al igual que con la concentracion si se aprecié una diferencia significativa,
siendo la frecuencia de estos fragmentos cortos mayor en mujeres que en hombres
(p=0.0281) (Figura 31). En cuanto al resto de caracteristicas clinicas analizadas, como
son la localizacion del tumor, el patron estenosante, la invasién linfovascular, la edad, el
CEA; no se encuentran correlaciones significativas con la concentracion o proporcion

de fragmentos cortos de cfDNA.
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Figura 31: comparacion entre la longitud de cfDNA entre pacientes mujeres y hombres
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PARTE D

IMPACTO DE LA PRESENCIA DE CTCs SOBRE LA CONCENTRACION Y
PATRONES DE FRAGMENTACION DE ctDNA

D1. Relacién entre CTCs y ctDNA en el estudio realizado

El estudio también exploré la potencial relacion entre la concentracion de cfDNA vy el
namero de CTCs, en aquellos pacientes con ambas determinaciones. El analisis mostré

que en una poblacién de 21 pacientes con analisis simultdneo de CTCs y ctDNA:

e Concentracion y Proporcion de Fragmentos Cortos de ctDNA: No se encuentra
correlacion significativa con el nimero de CTCs ni en muestras basales ni en
seguimiento.

e Subpoblaciones de CTCs: No hay diferencias significativas en la concentracion
de cfDNA entre distintos grupos de subpoblaciones de CTCs basadas en los
biomarcadores PD-L1 y BRAF+.

e Clusteres de CTCs: La concentracion de cfDNA es significativamente mas
elevada en muestras basales de pacientes con clisteres de CTCs, pero no
en las de seguimiento.

e Expresion de CD45 en CTCs: Los pacientes con CTCs que no expresan CD45
tienen una menor concentracion de cfDNA en las muestras basales, lo cual

podria indicar un mal prondstico.
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D. DISCUSION

1. Introduccién

La tesis aborda un problema critico en el manejo del cancer de colon: la recidiva
temprana y la metastasis, utilizando biopsias liquidas para la deteccion de células
tumorales circulantes (CTCs) y ADN tumoral circulante (ctDNA). Este enfoque podria
revolucionar el seguimiento de los pacientes con cancer de colon en estadios precoces,
proporcionando herramientas mas sensibles y menos invasivas para la deteccién de

recurrencias.

En la actualidad existe la necesidad de nuevas herramientas no invasivas para mejorar
el diagndstico temprano y estratificacion del riesgo de cancer de colon. Es conocido que
la presencia de CTCs en estadios avanzados de la enfermedad es un marcador de alto
riesgo de metdastasis (161) y que la presencia de éstas tras la reseccién quirdrgica, y en
especial en forma de clusteres, es un marcador prondéstico independiente de recurrencia

y metastasis en pacientes con CCR (162)(163).

En cuanto al ctDNA y el CCR, la informacion bibliogréfica y el estudio de este es de
menor cuantia y calidad con respecto a las CTCs. No obstante, se conoce que los
niveles de ctDNA son mas altos en pacientes con CCR que en individuos sanos,
influenciados por factores como el estadio de la enfermedad, con niveles detectables en
el 46% de los pacientes en estadio I, el 73% en los estadios II-lll y el 90% en el CCR
metastasico (164). La presencia de fragmentos de ctDNA tras la cirugia podria estar
relacionado con un mayor riesgo de metastasis y recidiva tumoral. También hay estudios
que valoran la presencia de ctDNA en pacientes intervenidos de CCR en estadio 1l y lo
relacionan con la necesidad de aplicar quimioterapia adyuvante posterior en paciente

con presencias de ctDNA postcirugia (165).

2. Eficaciay Limitaciones de las Biopsias Liquidas

Un aspecto clave de esta investigacion es la validacion de los protocolos utilizados para
la deteccion y caracterizacion de CTCs y ctDNA. Los resultados obtenidos previamente

indican que estos métodos tienen un gran potencial como biomarcadores en la
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evaluacion del riesgo de recaida y metéstasis en pacientes con cancer de colon.
(166) (167).

Sin embargo, a pesar de los avances significativos, existen limitaciones inherentes a
estas técnicas, como la variabilidad en la sensibilidad y especificidad de las diferentes
plataformas utilizadas, especialmente en el caso de las CTCs (IsofluxTM® versus
Cellsearch® o microscopia frente a ImageStreamX®) o con el aislamiento de ctDNA
(Maxwell® versus métodos manuales usando columnas). Esta variabilidad puede influir
en la consistencia de los resultados, lo que plantea la necesidad de estandarizar las

técnicas y mejorar la reproducibilidad (168).

3. Valor Prondstico de las CTCs y ctDNA

La presencia y la cantidad de CTCs y ctDNA en las muestras de sangre se
correlacionan con el riesgo de recidiva, segun los andlisis realizados en esta tesis.
La deteccion de CTCs antes y después de la cirugia ofrece informacién crucial sobre el
pronostico del paciente, sugiriendo que una mayor cantidad de CTCs esta asociada con
un peor desenlace clinico, si bien un elevado nimero de CTCs no tiene por qué estar
relacionado con la recidiva tumoral o metastasis, ya que se conoce que intervienen
numerosos agentes que impiden la proliferacion celular de estas. Abdalla et al, en CCR
detectaron CTCs en un 25 % de los pacientes en estadio |, un 33.3% en estadio I, un
26.3% en estadio lll y un 63.6% en estadio IV en una muestra de 68 pacientes, si bien
s6lo en el 50 % de ellos se confirmd la presencia de metastasis durante el seguimiento
(169). Esto podria estar relacionado con el concepto de “dormancia” de las CTCs, que
consiste en que estas pasan a un estado de reposo o no proliferacién, siendo menos
susceptibles a la accién de quimioterapicos y pudiendo reactivarse en un futuro, dando

lugar a la metastasis tardia.

Los resultados obtenidos son similares a estudios previos, si bien, las caracteristicas de
nuestro estudio (criterios de exclusion) y la innovacion de él nos impiden realizar

comparaciones exactas con otros estudios similares.

Por una parte, nuestra tasa de deteccién de CTCs fue del 50 % con una mediana
de 3.5 CTCs/5ml de los pacientes analizados previo a la cirugia, mientras que la tasa

de deteccion de CTCs de los pacientes analizados tras la cirugia fue del 28.57 % con
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unamedianade 4.5 CTCs/5ml. Estos resultados son esperables tras haberse resecado
tedricamente la causa productora de CTCs, si bien el aumento de la mediana de la
muestra postcirugia se debe al valor extremo encontrado en uno de ellos (12 CTCs/5
ml). En el estudio de Xu el al., no se incluyo recuento de CTCs previo a la cirugia, pero
en cambio tras la cirugia se detectaron CTCs en un 14.3%, 30.2% y 41.3% en estadios
LILIII respectivamente, con una mediana de 6 CTCs/5ml (162). Ademas, Xu resefia en
su estudio que el 19.1% de los pacientes tenia CTCs agrupadas en clisteres, tuvieron
una peor supervivencia libre de progresién en comparacién con aquellos que solo tenian
CTCs sin clusteres (p = 0.011). En nuestro estudio, en la muestra previa a la intervencion
se detecta en 28.57 % de los pacientes la presencia de cllsteres, mientras que en un
62.5% de estos con CTCs positivas tras la intervencion quirdrgica, datos que podrian
estar explicados por la mayor sensibilidad de nuestra técnica de deteccién. Por otra
parte, Rothé et al., observaron CTCs en el 6% de pacientes en estadio I,11,11l previo a
intervencion quirdrgica y del 10% tras la cirugia (170), si bien en este caso incluian a
pacientes que en el estadio Ill se habia aplicado quimioterapia neoadyuvante. Van
Dalum et at., aislaron un 24% de pacientes con CTCs previo a la cirugia con el sistema
CellSearch® (171). Dizdar et al., detectaron con el sistema CellCollector® CTCs en un
41.3% de los pacientes previo a la cirugia, mientras que en los mismos pacientes con el
sistema CellSearch® lo detecté en un 31.3% de los pacientes (172).

En cuanto a la caracterizacion fenotipica de las CTCs, en las muestras
prequirudrgicas, destaco la presencia de una subpoblacién doble positiva para los
marcadores BRAF-V600 y PD-L1, la cual se observo en el 71.5% de los pacientes con
CTCs. Este porcentaje aument6 ligeramente tras la cirugia, alcanzando al 75% de los
pacientes con CTCs positivas tras la intervencion quirdrgica, pudiéndose explicarse por
la resistencia de las subpoblaciones mas agresivas (doblemente positivas a BRAF-V600
y PD-L1) alacirugia realizada. En contraste, la subpoblacion doble negativa para BRAF-
V600 y PD-L1 fue detectada en el 32.14% de los pacientes prequirdrgicos,
disminuyendo al 19.05% tras la intervencién quirtrgica, siendo esto concordante con la
teoria de que la intervencién quirdrgica eliminaria a las subpoblaciones menos

agresivas.

La expresion de BRAF-V600 se detectd en un 43% de los pacientes con CTCs antes
de la cirugia, con una distribucién equitativa entre hombres y mujeres. Estos resultados
muestran una mayor proporcion de CTCs BRAF-V600 que en otros estudios. Ueda et

al., detectd la mutacion BRAFV600 en el 10.3% de los pacientes estadio I-Ill mediante
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PCR digital en gotas (173). Esperablemente, tras la intervencion, esta frecuencia
disminuyd al 25% de los pacientes con CTCs, y todas las muestras positivas
correspondieron exclusivamente a mujeres. Este resultado es coherente con lo
esperado, ya que la cirugia deberia reducir la carga tumoral. No obstante, el predominio
de esta mutacibn en mujeres postquirdrgicas sugiere la posibilidad de que la
persistencia de estas subpoblaciones podria estar influenciada por factores genéticos u
hormonales (174), aunque esta hipétesis debe interpretarse con cautela debido al

tamanfo limitado de la muestra.

La expresion de PD-L1 en las muestras prequirargicas presentd una localizacién
exclusivamente nuclear, observandose en el 36% de los pacientes con CTCs. Esta
proporcion aumento tras la cirugia y se observé un cambio en la localizacion de
la expresion, siendo predominantemente citoplasmética en todos los pacientes
excepto uno de sexo masculino, quien mantuvo una localizacion nuclear. Este
cambio en la distribucion subcelular de PD-L1 podria estar relacionado con un
mecanismo de adaptacion celular que facilite la recidiva o metastasis posterior, al ser
necesario la expresion de PD-L1 citoplasmético para la transicion epitelio-mesénquima
(175), si bien no se ha confirmado durante nuestro seguimiento previsto de 2 afios en
los pacientes que lo presentaron.

En lo relacionado al marcador CD45, el 78.6% de los pacientes con CTCs presentaba
subpoblaciones positivas en las muestras prequirargicas, sin diferencias entre
sexos. Tras lacirugia, este porcentaje disminuy6 al 50%, con una mayor prevalencia
en mujeres. La expresién de CD45 en las CTCs puede sefalar mecanismos complejos
de evasién inmunitaria ain no completamente aclarados. No obstante, Yang et al.,
observaron un mayor porcentaje de CTCs CD 45+ en pacientes con mayor incidencia
de metéstasis sugiriendo que las CTCs CD 45 + provocan un entorno inmunosupresor
ya que forman interacciones entre las CTCs y los linfocitos T inhibiendo la sinapsis TCR-
PMHC y por tanto una respuesta inmunitaria suprimida (176). La reduccién del
porcentaje de subpoblaciones CD45 positivas en las muestras postquirdrgicas podria

estar relacionada con la reduccién esperable de la carga tumoral.

Asimismo, el andlisis de ctDNA proporciona informacion adicional sobre la carga
tumoral y la dinamica de la enfermedad, especialmente en lo que respecta a la
fragmentacion del ADN y la concentracion de ctDNA en el plasma. Estos datos

confirman que el ctDNA puede ser un marcador Util no solo para la deteccion de
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recidivas sino también para monitorizar la eficacia del tratamiento y la apariencia de

resistencias farmacoldgicas durante el proceso.

En relacién con la concentracion de ctDNA, en nuestro trabajo se apreci6 una cantidad
significativamente mayor en pacientes con CC que en controles sanos tanto en las
muestras basales como en el seguimiento a un mes, concordando con lo publicado
previamente (177) (178). Tie et al., destacaron el posible uso del ctDNA para detectar
enfermedad minima residual en pacientes sometidos a cirugia (estadios Il y Ill) (149),
siendo este el factor predictor independiente mas fuerte de supervivencia libre de
recaida, incluso mayor a cualquier factor de riesgo clinico-patolégico individual o
cualquier combinacién de ellos para predecir recurrencia. Henriksen et al. en pacientes
en estadio lll tras la intervencidon quirdrgica monitorizaron los niveles de ctDNA,
observando que, en pacientes con niveles elevados, el riesgo de recurrencia era de 7
veces mayor a los que no lo presentaban y permitia adelantarse en 6 meses a la

recurrencia observada en técnicas de imagen (TC abdomino-pélvico) (179).

En nuestro trabajo, llama la atencion la mayor concentracién de ctDNA en pacientes
en estadio Il. Estos hallazgos no han sido igual de relevantes (no se encontraron
diferencias significativas) en el resto de los estadios. Esto podria estar explicado debido
al mayor numero de pacientes en estadio Il en nuestro trabajo, siendo el poder

estadistico mucho mayor que en el resto de los estadios.

La mayor concentracion de cfDNA observada en los pacientes que han recibido
quimioterapia podria ser explicado por la mayor tasa de necrosis tisular en estos
pacientes debido al uso de estos farmacos, asi como la mayor carga tumoral que estos

pacientes suelen presentar con respecto a los pacientes de estadios menores (180).

Con respecto al analisis del perfil fragmentémico, los pacientes con CC presentaron
fragmentos de cfDNA de menor tamafio que los controles (100-200pb) tanto en la
muestra basal como en el seguimiento, siendo el de los controles de mayor tamafio
(> 200 pb). Estos resultados concuerdan con el conocimiento previo, siendo los
fragmentos de ctDNA menores generalmente a los 150-200 pb (181) (182). Esto puede
estar relacionado a que el cfDNA proviene generalmente de procesos apoptéticos
controlados dando lugar a fragmentos mayores y mas similares, al contrario que el
cfDNA de origen tumoral (183). Esto se podria deber a que el ctDNA se produce
generalmente en procesos necroticos, produciéndose fragmentos mas cortos y menos

uniformes. También el tejido tumoral y el microambiente que lo sustenta libera el ADN

Tesis doctoral de Antonio José Ruiz Rodriguez

137



de forma mé&s abrupta y descontrolada, lo que facilita la degradacion del ADN por
nucleasas (DNASE1 y DNASE1L3) y otras enzimas degradativas al estar el ctDNA mas
hipometilado que el cfDNA (184).

Por dltimo, la relacién entre el andlisis de los fragmentos del cfDNA y las variables
clinico-patolégicas sélo fue relevante en relacion al sexo, siendo la frecuencia de
fragmentos cortos mayor en mujeres que en hombres, no obstante, la baja
representacion en nuestra muestra limita la posibilidad de extraer conclusiones

definitivas al respecto.

4. Comparacion entre CTCs y ctDNA

Uno de los hallazgos mas significativos de esta tesis es la concordancia observada
entre los resultados de CTCs y ctDNA en muestras pre y postquirdrgicas. Esta
correlacion refuerza la hipétesis de que la combinacion de ambos biomarcadores puede
ofrecer una imagen mas exhaustiva del estado del cancer en cada paciente. No
obstante, también se evidenciaron diferencias en la sensibilidad de cada método, lo que
sugiere que podrian ser complementarios en lugar de intercambiables en la practica
clinica. Germano et al., compararon la deteccion de ctDNA con CTCs en pacientes con
CCR metastasico detectando la presencia de ctDNA en la totalidad de los pacientes
estudiados, mientras que las CTCs solo se observaron en un tercio de ellos,

evidenciando la distinta sensibilidad comentada anteriormente (185).

Este enfogue combinado ha sido investigado en otros tumores sélidos. El estudio de Xie
et al. demostré que las CTCs y el ctDNA tienen aplicaciones complementarias en
pacientes con cancer de pulmoén: las CTCs se utilizaron para identificar mutaciones
somaticas y ofrecer un perfil genético en tiempo real, mientras que el ctDNA fue mas
eficaz en la monitorizacién dindmica de la respuesta al tratamiento y la carga tumoral
residual (186). Del mismo modo, en los estudios de Kong et al. sobre cancer de pulmén
y mama, el ctDNA reflejaba predominantemente el clon dominante del tumor, mientras
que las CTCs proporcionaban informacion crucial sobre subclones raros y agresivos
(187).

Por su parte, Zhang et al. observaron en cancer de mama que los pacientes en estadio

IV con mas de cinco agrupaciones de CTCs presentaban una menor supervivencia libre
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de progresion. Ademas, se encontraron mutaciones en ctDNA en los genes PIK3CA y
ESR1, asociadas a metastasis y peor prondstico en términos de supervivencia, lo que
subraya la importancia de estos biomarcadores en la evaluacién clinica del cancer

avanzado (188).

5. Impacto Clinico y Futuras Aplicaciones

Los resultados de esta tesis subrayan la importancia de implementar estrategias de
seguimiento mas precisas en pacientes con cancer de colon. El uso de biopsias liquidas
podria reducir la dependencia de procedimientos invasivos como las colonoscopias
repetidas y las pruebas de imagen radiolégicas, disminuyendo asi los riesgos asociados
y el costo para los sistemas de salud. Ademds, estas técnicas podrian permitir
intervenciones mas tempranas y personalizadas, mejorando potencialmente los

resultados para los pacientes.

No obstante, para una implementaciéon mas amplia, sera fundamental realizar estudios
adicionales con un mayor nimero de pacientes y en diferentes contextos clinicos para

validar los hallazgos y establecer protocolos de uso clinico estandar.

El andlisis del nUumero y de las subpoblaciones de CTCs proporciona una vision
detallada de la capacidad de diseminacion tumoral y la heterogeneidad celular, en
tiempo real, identificando las subpoblaciones mas prevalentes y resistentes en
diferentes momentos clinicos. Esto facilita la seleccién de terapias dirigidas mas
efectivas. En particular, la capacidad de las CTCs para reflejar dinAmicamente la
evolucién clonal del tumor las convierte en un biomarcador valioso para la

personalizacion del tratamiento oncoldgico.

Por otro lado, el ctDNA ha demostrado ser una herramienta eficaz para la monitorizacion
del tratamiento, proporcionando una evaluacion no invasiva y en tiempo real de la carga
tumoral residual. El analisis del perfil fragmentomico del ctDNA ofrece informacién
crucial para la deteccion de la enfermedad minima residual y el monitoreo de la
heterogeneidad tumoral, asi como la identificacion de mutaciones asociadas a
resistencias terapéuticas (como KRAS, NRAS, BRAF). En el caso del cancer colorrectal
en estadio I, donde la indicacién de quimioterapia adyuvante sigue siendo controversial,

la monitorizaciéon de los niveles de ctDNA después de la intervencion quirdrgica podria
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ayudar a identificar a los pacientes que mas se beneficiarian de un tratamiento
adyuvante. La presencia de ctDNA detectable tras la cirugia podria indicar enfermedad
residual minima, lo que justificaria el uso de quimioterapia para prevenir recaidas,

mejorando asi la toma de decisiones clinicas en el manejo del cancer colorrectal (149).

6. Fortalezas del estudio

Entre las fortalezas de este trabajo se destacan varios aspectos innovadores y
metodoldgicos que han contribuido significativamente a la calidad de los resultados

obtenidos:

- Protocolo Semiautomatizado: La implementacibn de un protocolo
semiautomatizado que combina las tecnologias IsSOFluxTM® e
ImageStreamX® es otro punto fuerte de este trabajo. Esta combinacion,
especialmente el uso de ImageStreamX®, evita el recuento manual con
microscopio, reduciendo asi el posible error humano y aumentando la precision
de los resultados. Este enfoque ha sido bien recibido en la comunidad cientifica,
como lo demuestra el nimero de citas que ha recibido nuestro articulo, validando

asi esta tesis doctoral.

- Combinacién de CTCs y ctDNA: La integracion del estudio de estos
biomarcadores en una Unica muestra permite aprovechar sinérgicamente las
ventajas de ambos enfoques. Ademas, la evaluacion de estos marcadores en
dos momentos clave de la enfermedad (en el estado basal y un mes después de
la cirugia) ha permitido profundizar en la dinamica de estos biomarcadores tras

un procedimiento considerado curativo, como es la cirugia.

- Estadios precoces: La realizacion del estudio en estadios precoces aporta
originalidad al trabajo. La mayoria de los estudios de CTCs y ctDNA hasta la
fecha se basan en estadios avanzados (estadio IV o metastasicos), dirigidos
fundamentalmente a monitorizacion de la enfermedad tras el tratamiento
oncoldgico. Este enfoque hacia estadios precoces nos permite ahondar en la
idea de “cancer interception” y poner punto de partida hacia el seguimiento de

los pacientes de alto riesgo de recidiva 0 metastasis.
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7. Limitaciones del estudio
El estudio presenta varias limitaciones que deben ser consideradas:

1. Tamafo de la Muestra: La principal limitacién es el reducido tamafio de la
muestra, lo cual puede afectar a la generalizacién de los resultados. Este
problema se debié en gran parte a la pandemia del virus SARS-COV-2, que
oblig6 a suspender el proyecto durante aproximadamente un afio (10 meses)
del cronograma previsto de recoleccidon de muestras (24 meses). Esto
impidio la obtencién de sangre periférica un mes después de la cirugia, ya
que se suspendieron las consultas presenciales y se reemplazaron por
consultas telefénicas en nuestro hospital. Esta dificultad inesperada, junto
con las actualizaciones y refinamientos del protocolo innovador, provoco la

pérdida de 31 pacientes.

2. Impacto del Tamafio de la Cohorte: El tamafio reducido de la cohorte puede
haber sido determinante para no obtener resultados estadisticamente
significativos, especialmente en el caso de las CTCs.

3. Dificultad en el andlisis y procesamiento de la muestra: Como se ha
mencionado previamente, la complejidad en el procesamiento de las
muestras, junto con la utilizacion de tecnologias innovadoras para el
aislamiento y caracterizacion de las muestras, ha llevado a una reduccién en
el nimero de pacientes incluidos y ha dificultado la comparabilidad con otros

estudios.
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E. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La investigaciéon presentada proporciona una base soélida para considerar las biopsias
liguidas como herramientas utiles en el manejo del cancer de colon, especialmente en
estadios precoces. Se recomienda la continuacion de estudios multicéntricos que
incluyan muestras mas grandes y diversos subgrupos de pacientes para confirmar la
utilidad clinica de estas técnicas. Ademés, es crucial desarrollar estandares
internacionales para la evaluacion y uso de CTCs y ctDNA, lo que facilitara su
integracidn en la practica clinica rutinaria. La Sociedad Internacional de Biopsia Liquida
(ISLB) esté apostando por este reto, integrando a distintos profesionales internacionales
y elaborando guias que faciliten esta labor (189). Otro punto fundamental en referencia
a la evolucién del Cancer Colorrectal en las siguientes décadas es mejorar el camino
hacia la deteccién precoz de este basandose en métodos no invasivos que permitan
conocer en tiempo real las caracteristicas morfotipicas y fenotipicas cambiantes del
tumor, su heterogeneidad y su microambiente circundante, asi como sus mecanismos
de escape inmunoldgico y resistencia farmacoldgica. Esto permitira controlar y erradicar
las distintas subpoblaciones de células tumorales antes de que puedan proliferar hacia
una recidiva local o enfermedad metastésica. Al hacerlo, no solo se mitigara el impacto
humano de la enfermedad, sino que también se reducira la carga financiera sobre el
Sistema de Salud Publico Espafiol. Un sistema universal, accesible, que hasido y
sigue siendo el pilar fundamental de nuestra sociedad moderna, y que debe
mantenerse fuerte e inquebrantable para asegurar nuestro progreso como una
comunidad avanzada y equitativa, que iguale los derechos de todos sus

integrantes, al menos, en lo que a la salud se refiere.
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F. FINANCIACION
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H. Anexos

Anexo 1. Estadificacion TNM AJCC UICC 8° edicion.

TUMOR
PRIMARIO (T)
X Tumor primario no evaluable
TO No evidencia de tumor primario
Carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (ocupa la
lamina propia sin extension a la muscular de la mucosa)
Tumor invade la submucosa (afecta a la muscular de la
mucosa, pero no a la muscular propia)
Tumor invade la muscular propia
Tumor invade a través de la muscular propia hacia los
tejidos pericolorrectales
El tumor invade el peritoneo visceral o invade un érgano o
estructura adyacente
El tumor invade a través del peritoneo visceral (incluida la
perforacion macroscopica del intestino a través del tumor
y la invasion continua del tumor a través de areas de
inflamacién en la superficie del peritoneo visceral
El tumor invade directamente o se adhiere a 6rganos o
estructuras adyacentes

|I

_|
=

—
N

—
IS

NODULOS

LINFATICOS

REGIONALES (N)

Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser
evaluados

De uno a tres ganglios linfaticos regionales son positivos
(tumor en los ganglios linfaticos que miden 20,2 mm), o
hay cualquier cantidad de depdsitos tumorales y todos los
ganglios linfaticos identificables son negativos

1 ganglio linfatico es positivo

2 0 3 ganglios son positivos

No hay ganglios linfaticos positivos, pero hay depdsitos
tumorales en la subserosa, mesenterio o0 en los tejidos
pericolicos o perirrectales/mesorrectales que no dependen
del peritoneo

N2 4 o0 més ganglios afectados

N2a De 4 a 6 ganglios afectos

N2b 7 0 mas ganglios afectos

METASTASIS A

DISTANCIA (M)
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No hay afectacion metastasica a distancia por prueba de
imagen; no hay evidencia de tumor a distancia en distintos
organos (Esta categoria no es evaluada por patélogos)
M1 Metéstasis que afecta a uno o mas 6rganos distantes o
metéstasis peritoneales son detectadas

Mla Metastasis en un tejido u 6érgano sin afectacion del
peritoneo

M1b Metéstasis en 2 0 mas érganos sin afectacion peritoneal
Mlc Metastasis en el peritoneo exclusivamente o afectacion
también de otros érganos

Tabla 18: Anexo 1. Estadificacion TNM AJCC UICC 8° edicion.

Anexo 2. Grupos prondsticos y estadio clinico

T N M Grupo estadio
Tis NO MO 0
NO Mo |
NO Mo 1A
T4a NO MO 1B
NO Mo i
N1/Nic MO A
N2a MO A
N1/Nic MO B
N2a Mo Iz
N2b Mo I
N2a MO e
N2b MO IIs
T4b N1-N2 MO lnc
Cualquier N Mila IVA
Cualquier N M1b VB
Cualquier N Milc IVC
Tabla 19: Anexo 2. Grupos prongdsticos y estadio clinico
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Anexo 3: Hoja de datos analizador de cfDNA: Maxwell® CSC Blood DNA Kit.

Tomado del manual de uso del producto

Table 2. DNA Yield and Purity from Whole Blood Specimens with Differing WBC Counts. DNA extraction
from eight replicates was tested for each condition listed to assess DNA quantity, quality and amplifiability. DNA was
extracted from 300pl of whole blood with white blood cell (WBC) counts ranging from 4 x 10°~10 x 10° WBC/ml and
eluted in 50pl. Absorbance of purified DNA was measured at 230nm, 260nm, 280nm and 340nm. DNA concentration
was determined using absorbance at 260nm after subtracting absorbance of the blank and correcting for instrument
noise (absorbance at 340nm). All absorbance calculations described in this performance evaluation were performed
this way. DNA concentration was multiplied by eluted DNA volume to determine yield, and A, /A, and A, /A,
ratios were caleulated to assess DNA quality. The Maxwell® CSC Blood DNA Kit yielded acceptable quantities of DNA
(=3.00pg/WBC) for all whole blood samples tested, regardless of white blood cell count. Average yields of purified
DNA were >4.18pg/WBC, with A, /A, ratios >1.89and A, /A, ratios =1.68.

Average DNA

Average Total White Blood Yield Per
DNA Yield (pg) Cell Count White Blood Average Average
Donor (n=8) (WBC/ml) Cell (pg) A, /A, Ratio A, /A Ratio
1 6.0 4.5 x 10° 4.45 1.90 1.68
2 8.6 6.9 x 10° 4.18 1.89 1.91
3 12.4 9.4 x 10° 4.45 1.91 2.01

Table 3. DNA Yield and Purity from Whole Blood Collected with Different Anticoagulants. Quantity and
quality were assessed for purified DNA eluates prepared from whole blood collected in commonly used blood collection
tubes containing EDTA, sodium citrate or heparin as the anticoagulant. The blood samples were refrigerated or frozen
and equilibrated to room temperature prior to DNA extraction. DNA was purified from eight 300 replicates for each
anticoagulant and eluted in 50ul. DNA concentration, DNAyieldand A, /A, and A, /A, ratios were calculated and
are shown in the table below. Consistent yields and purity ratios were observed for DNA extracted from all samples
using the Maxwell® CSC Blood DNA Kit.

Average DNA
Blood Collection  Average DNA Total Concentration Average A, /A, AverageA, /A

Tube Type Yield (pug) (n=8) (ng/pl) Ratio Ratio
EDTA 10.97 281.28 1.91 1.94
Sodium Citrate 11.29 283.57 1.93 2.02
Heparin 11.99 307.48 1.94 2.08
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Table 4. Amplifiability of DNA Extracted from Whole Blood. Amplifiability was assessed by qPCR for DNA
extracted from whole blood using the Maxwell® CSC Blood DNA Kit and the Maxwell® CSC Instrument. Each purified
DNA sample was amplified using a 71bp CAPZA3 target sequence. C, values that were less than the lowest concentration
on the qPCR standard curve were observed for all of the sample types and were within the linear range of the assay.

Whole Blood Volume Sample C_ (Cycles)
50ul 1 27.17
26.86
26.95
26.92
27.23
27.12
27.21
26.98
26.90
26.78
26.84
26.87
26.66
26.66
26.84
26.75

300y

G0 =1 O W e W R 00 =] v W R W M
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Anexo 4: Consentimiento informado del estudio

CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE. CONSENTIMIENTO
POR ESCRITO AL PACIENTE

“Intercepcion de metastasis en cancer de colon: Evaluacién del riesgo de
recidiva mediante biopsias liquidas (CTCs y ctDNA) en estadios
precoces”

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacion
gue a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza: Proyecto que pretende encontrar un marcador tumoral que determine la progresion
de la enfermedad y asi poder identificar pacientes con riesgo de desarrollo de enfermedad
metastasica de una forma no invasiva y precoz, asi como el desarrollo de la enfermedad a lo
largo del seguimiento en pacientes con cancer de colon a partir de la extracciéon de 15 ml de
sangre antes y un mes después de la cirugia con intencién curativa.

Proyecto basado en Medicina de Precision mediante la caracterizacion fenotipica y molecular de
Células Tumorales Circulantes (CTC), ctDNA y una muestra de tejido procedentes de pacientes
con cancer de colon con el principal objetivo de definir perfiles moleculares y fenotipicos de
progresion de la enfermedad de forma precoz asi como definir su correlacion con caracteristicas
clinico-patoldgicas de los pacientes a partir de 15 ml de sangre.

Su participacion consiste en la donacién de muestras de sangre, que se extraeran en tres
momentos del estudio: 15 ml para la primera muestra pre-cirugia, y 15 mL un mes después de
la cirugia.

Asi mismo, siempre que sea posible y procedente de la intervenciéon quirdrgica se obtendra una
muestra de tejido.

Importancia del estudio:

La identificacion de caracteristicas tumorales de células y de otros componentes o moléculas
asociadas a la enfermedad y que estan presentes en la sangre de los pacientes permitird una
mayor capacidad para conocer el estado real de la enfermedad y por tanto de ser capaces de
identificar pacientes con riesgo de desarrollo de enfermedad metastésica, permitiendo un
seguimiento mas individualizado.

Implicaciones para el donante/paciente:

» Ladonacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar
explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

« Todos los datos de caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se
trataran conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

« La donacion/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de
este estudio.

e Los excedentes de muestra seran eliminados.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

La obtencién de sangre periférica es en principio un procedimiento exento de riesgo, y sus
posibles complicaciones son las mismas que las de cualquier extraccién de sangre habitual.

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro personal asociado al
proyecto en el teléfono: 654596676 o en el correo electrénico: juanjose.diaz@genyo.es

Se autoriza el acceso a la informacion clinica, asi como la conservacion de muestras bioldgicas
para estudios futuros. Los datos seran, en todo caso, anonimizados y se registraran en la base
de datos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

“Intercepcion de metastasis en cancer de colon: Evaluacién del riesgo de recidiva mediante
biopsias liquidas (CTCs y ctDNA) en estadios precoces”
Yo (Nombre y

Y 0 1= 1o [0 1= SRS
+ He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacién al
Paciente)

» He podido hacer preguntas sobre el estudio: “Intercepcidén de metastasis en cancer de colon:
Evaluacion del riesgo de recidiva mediante biopsias liquidas (CTCs y ctDNA) en estadios
precoces”

» He recibido suficiente informacién sobre el estudio “Intercepcion de metastasis en cancer de
colon: Evaluacion del riesgo de recidiva mediante biopsias liquidas (CTCs y ctDNA) en
estadios precoces”

e He hablado con el profesional sanitario informador:

« Comprendo que mi participacidn es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

« Se me hainformado que todos los datos obtenidos en este estudio serdn confidenciales y se
trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal
15/99.

« Se me ha informado de que la donacién/informacién obtenida sélo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

« Deseo serinformado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan
en el curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan
producir, siempre que esta informacién sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi
salud o la de mis familiares bioldgicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

« Cuando quiera

« Sin tener que dar explicaciones

« Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

o Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado “Intercepcion de
metastasis en cancer de colon: Evaluacién del riesgo de recidiva mediante biopsias liquidas
(CTCs y ctDNA) en estadios precoces”

Firma del paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos: ...........
Fecha: ... Fecha: .......cooviii.
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