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El cancer colorrectal (CCR) debe ser considerado como un auténtico problema de
salud publica tanto por su incidencia, es el tercer tumor mas frecuente en el mundo
representando el 10 % del total de las neoplasias, como por su mortalidad que lo sitda
como la segunda causa de muerte por cancer. En Espafia y considerando ambos
sexos, el CCR es el mas tumor mas frecuente superando en la actualidad al de mama

y pulmén.

A pesar de los importantes avances en el tratamiento del CCR en los dltimos afios y
de la mejora en su diagnéstico precoz, un nimero muy importante de pacientes, entre
un 20-25%, presentan enfermedad metastasica en el momento del diagnéstico y hasta
un 50% desarrollan metastasis a lo largo de la evolucién de la enfermedad. Por tanto,
el diagnostico precoz, asi como el desarrollo de estrategias para determinar su
prondstico y la eficacia de la terapia aplicada, es un campo prioritario en la

investigacion oncolégica.

En este contexto, el conocimiento cada vez mas profundo de la etiopatogenia del
CCR, el caracter heterogéneo del mismo, y la demostracion de que mdltiples
alteraciones tanto genéticas como epigenéticas son capaces de alterar los mecanismos
de control de los procesos de proliferacion , diferenciacién y apoptosis celular, estan
dando paso, no sélo al uso de nuevas dianas moleculares que permitan un tratamiento
mas preciso y especifico, sino a la determinacién de nuevas biomoléculas, que usadas
como biomarcadores, puedan indicarnos la presencia, la evolucion y/o la respuesta al

tratamiento de la enfermedad.

Los biomarcadores tumorales, entendidos como entidades biolégicas que puede ser
detectadas en los diferentes medios organicos de pacientes con cancer, son las
moléculas que estan permitiendo el seguimiento de la enfermedad monitorizando sus
niveles, su diagnéstico (incluyendo métodos de sereening poblacional), su prondstico e
incluso, el seguimiento de la respuesta terapéutica. En la actualidad, existe un déficit
de marcadores precisos y sensibles para el cancer en general y para el CCR en
particular. Asi, son muchos los estudios que han investigado como biomarcador en
CCR, moléculas de DNA liberadas a sangre en procesos de apoptosis celular o paso

de células vivas al torrente circulatorio (CTSs). Los exosomas, pequefas vesiculas
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envueltas por una bicapa lipidica que estan implicados en la transferencia de miRNAs,
ARMm vy proteinas a una célula diana, también han sido propuestos como
biomarcadores de esta enfermedad. Incluso la presencia en el suero de pacientes con
CCR de determinadas proteinas ha sido analizada ampliamente, a pesar de lo cual,
s6lo CEA y CA-19-9 siguen siendo clinicamente utilizadas, aunque adolecen de una
baja sensibilidad y especificidad. Multiples estudios han sido también realizados para
determinar miRNA en pacientes con CCR que sean especificos para su diagnostico o

pronodstico, pero sin resultados definitivos.

Entre las moléculas mas ampliamente analizadas como biomarcadores de CCR se
encuentran la presencia de ARNm en sangre periférica. En este contexto, el ARNm
de moléculas relacionas con el proceso de la angiogénesis han cobrado un gran interés
en el CCR, habiéndose testado la sobreexpresion de moléculas como PTGS2 y
GUCY2C como marcadores de la enfermedad o de la presencia de metastasis ocultas
en pacientes con CCR. Por otra parte, la metabolomica, una disciplina que evalia los
metabolitos endégenos producidos por el organismo, esta revolucionado el campo de
los biomarcadores para distintos tipos de patologfas. Aplicada al cancer, la
metabolomica ofrece una representacion molecular del fenotipo tumoral que puede
servir para el diagndstico, el prondstico y la identificacién de subgrupos relevantes
desde un punto de vista clinico. Las células tumorales adaptan su metabolismo a una
proliferacion descontrolada que provoca alteraciones metabolicas que tiene su reflejo
en la apariciéon o la modulacién de los niveles de metabolitos. En el CCR, algunos
metabolitos concretos (acido betahidroxibutirato, cistamina, acido aspartico, entre
otros) han sido propuestos para el diagnéstico de CCR tanto en sangre como en orina,
aunque la complejidad para detectatlos y su elevado coste hace necesarios mas

esfuerzos de investigacion para llevarlos a la practica clinica.

En este contexto, nuestro trabajo ha tenido dos objetivos fundamentales: i) Por una
parte, realizar un estudio de la utilidad de genes intensamente relacionados con el
proceso de angiogénesis, fenémeno esencial en el crecimiento y la expansion
metastasica de un tumor, como nuevos biomarcadores de facil deteccién en sangre

periferica o en suero de los pacientes con CCRm. Para ello hemos seleccionado cinco
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genes, GUCY2C, JAG1, PTGS2, PGF y MMP7, con demostrada relevancia en la
angiogénesis y hemos determinado los niveles de ARN circulante tanto en suero como
en células mononucleares de sangre periférica en un grupo de 59 pacientes con CCRm
enfrentados a un grupo de 47 controles sanos. La presencia de estos marcadores en
los fluidos biolégicos fue realizada por una tecnologia altamente sensible como es la
dPCR que permitirfa un facil desarrollo de su aplicacion clinica en un corto plazo de
tiempo, mientras que el analisis del AUC se utiliz6 para estimar el valor predictivo de
los biomarcadores tanto de forma individual como en combinaciones (firma
biolégica). i) Por otra parte, hemos realizado un estudio para identificar
biomarcadores basados en la determinacién de metabolitos en suero de pacientes de
CCRm que sea util en el diagnostico, prondstico y seguimiento de estos pacientes.
En este caso y basandonos en técnicas de metabolémica no dirigida, se han analizado
los sueros de un grupo 65 pacientes con CCRm enfrentados a 60 controles sanos. Las
muestras fueron sometidas a estudios mediante cromatografia liquida de fase inversa
acoplada a espectrometria de masas de alta resoluciéon (LC-HRMS), que nos permitié
obtener una matriz para comparar controles sanos con pacientes con CCR. Los
metabolitos obtenidos fuero analizados de forma individual y también en forma de

“claster” con el objeto de obtener una posible huella biologica.

Nuestros resultados demostraron que, a través de la utilizacion de la dPCR, existieron
diferencias significativas en los niveles de ARNm de tres genes relacionados con la
angiogénesis (PTGS2, GUCY2C y JAGI) en el suero se pacientes con CCRm en
relacion con el suero de controles sanos. El mayor rendimiento en cuanto a la
discriminacién entre grupos fue observado para el ARNm de PTGS2. Sdélo la
determinacién de ARNm de JAG1 en sangre demostré un valor de discriminacion
aceptable como biomarcador. En general, el nivel de ARNm circulante de todos los
genes en el suero de los pacientes fue significativamente mas abundante que el
detectado en las células sanguineas. Por otra parte, la asociacion de genes con la
intencién de buscar una “firma” para la patologia estudiada no mostré una mejora
significativa de la capacidad discriminatoria en relacion con los genes individuales.
Curiosamente, la expresién sérica de GUCY2C y GUCY2C/ PTGS2 se

correlacionaron significativamente con la respuesta terapéutica. Sin embargo, ninguno
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de los biomarcadores se correlacioné con la SG o la SLP. Por otra parte, los estudios
de metabolémica de los sueros de pacientes con CCRm revelaron la presencia de
cinco compuestos de tres clases de moléculas (esfingolipidos endocannabinoides y
glicerofosfolipidos), no detectados o detectados en niveles muy bajos en el grupo
control. Las AUC obtenidas de los andlisis ROC realizados sugieren que estos cinco
candidatos constituyen una huella metabolémica que tendria potencial para ser usada

como biomarcadores con capacidad discriminativa entre CCRm y sujetos sanos.

En conclusion, el CCRm precisa del desarrollo de marcadores especificos que
permitan su diagnéstico y ayuden a la determinacion de su pronéstico y la eficacia de
su tratamiento. Nuestros hallazgos sugieren que los genes relacionados con la
angiogénesis pueden ser excelentes biomarcadores no invasivos y de facil
determinacién para su aplicacion clinica en el diagnéstico y/o prondstico de estos
pacientes. Por otra parte, el uso de una firma metabolémica formada por cinco
moléculas en suero, incluyendo un endocannabinoide, dos glicerofosfolipidos y dos
esfingolipidos, fue capaz de discriminar entre pacientes con CCRm y controles sanos.
Estos hallazgos soportan la hipotesis de que la metabolomica con LC-HRMS es una
potente herramienta para el diagndstico de CCRm. Nuestros resultados aportan
nuevos conocimientos sobre posibles marcadores para el CCRm que podrian tener
relevancia clinica. Nuevas investigaciones con estudios mds amplios y validaciones
externas seran necesarias para determinar la aplicabilidad clinica de estos

biomarcadores en CCR.
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Colorectal cancer (CRC) must be considered a real public health problem both
because of its incidence, it is the third most frequent tumour in the world,
representing 10% of all neoplasms, and because of its mortality, which places it as the
second leading cause of death from cancer. In Spain and considering both sexes, CRC
is the most frequent tumour, currently surpassing breast and lung tumours.

Despite the important advances in the treatment of CRC in recent years and the
improvement in its early diagnosis, a very important number of patients, between 20-
25%, present metastatic disease at the time of diagnosis and up to 50 % develop
metastases throughout the course of the disease. Therefore, the determination of the
metastatic stage of the disease at an early stage, as well as the development of strategies
to determine its prognosis and the effectiveness of the applied therapy, is a priority

field in cancer research.

In this context, the increasingly in-depth knowledge of the etiopathogenesis of CRC,
its heterogeneous nature, and the demonstration that multiple genetic and epigenetic
alterations are capable of altering the control mechanisms of proliferation,
differentiation and apoptosis cellular, are giving way, not only to the use of new
molecular targets that allow a more precise and specific treatment, but to the
determination of new biomolecules, which, used as biomarkers, can indicate the

presence, evolution and / or response to treatment of the illness.

Tumour biomarkers, understood as biological entities that can be detected in the
different organic environments of cancer patients, are the molecules that are allowing
the follow-up of the disease by monitoring its levels, its diagnosis (including
population screening methods), its prognosis and even the follow-up of the
therapeutic response. At present, there is a shortage of precise and sensitive markers
for cancer in general and for CRC in particular. Thus, there are many studies that have
investigated as a biomarker in CRC, DNA molecules released into the blood in
process of cellular apoptosis or passage of living cells into the circulatory stream
(circulating tumor cells or CTSs). Exosomes, small vesicles surrounded by a lipid
bilayer that are involved in the transfer of miRNAs, mRNAs and proteins to a target

cell, have also been proposed as biomarkers of this disease. Even the presence in the
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serum of patients with CRC of certain proteins has been extensively analyzed, despite
which, only CEA and CA-19-9 are still used clinically, although they suffer from low
sensitivity and specificity. Multiple studies have also been carried out to determine
microRNA in patients with CRC that are specific for their diagnosis or prognosis but

without definitive results.

Among the molecules most widely analysed as CRC biomarkers are the presence of
messenger RNA (mRNA) in peripheral blood. In this context, the mRNA of
molecules related to the angiogenesis process have gained great interest in CRC,
having tested the overexpression of molecules such as PTGS2 and GUCY2C as
markers of the disease or of the presence of hidden metastases in patients with CRC.
On the other hand, metabolomics, a discipline that evaluates the endogenous
metabolites produced by the body, has revolutionised the field of biomarkers for
different types of pathologies. Applied to cancer, metabolomics offers a molecular
representation of the tumour phenotype that can be used for diagnosis, prognosis,
and identification of clinically relevant subgroups. Tumour cells adapt their
metabolism to uncontrolled proliferation that causes metabolic alterations that are
reflected in the appearance or modulation of metabolite levels. In CRC, some specific
metabolites (beta-hydroxybutyrate acid, cystamine, aspartic acid, among others) have
been proposed for the diagnosis of CRC in both blood and urine, although the
complexity to detect them and their high cost require more research efforts to take

them into clinical practice.

In this context, our work has had two fundamental objectives: i) On the one hand, to
carry out a study that the utility of genes intensely related by the angiogenesis process,
an essential phenomenon in the growth and metastatic expansion of a tumor, as new
biomarkers easily detected in peripheral blood or serum of patients with metastatic
CRC. For this we have selected five genes, GUCY2C, JAG1, PTGS2, PGF and
MMP7, with demonstrated relevance in angiogenesis and we have determined the
levels of circulating RNA both in serum and in peripheral blood mononuclear cells in
a group of 59 patients with metastatic RCC faced with a group of 47 healthy controls.

The presence of these markers in biological fluids was carried out by a highly sensitive
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technology such as digital PCR (dPCR) that would allow an easy development of its
clinical application in a short period of time, whilst the analysis of the area under the
curve (AUC) was used to estimate the predictive value of biomarkers both individually
and in combinations (biological signature). ii) On the other hand, we have carried out
a study to identify biomarkers based on the determination of metabolites in the serum
of metastatic CRC patients that is useful in the diagnosis, prognosis and follow-up of
these patients. In this case, and based on undirected metabolomics techniques, the
sera of a group of 65 patients with metastatic CRC compared to 60 healthy controls
were analysed. The samples were subjected to studies by reverse phase liquid
chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (LC-HRMS), which
allowed us to obtain a matrix to compare healthy controls with patients with CRC.
The metabolites obtained were analyzed individually and also in the form of a

"cluster" in order to obtain a possible biological trace.

Our results demonstrated that, through the use of dPCR, there were significant
differences in the mRNA levels of three genes related to angiogenesis (PTGS2,
GUCY2C and JAG1) in the serum of patients with metastatic CRC in relation to the
serum of healthy controls. The highest performance in terms of discrimination
between groups was observed for PTGS2 mRNA. Only the determination of JAG1
mRNA in blood showed an acceptable discrimination value as a biomarker. In
general, the level of circulating mRNA of all genes in the serum of patients was
significantly more abundant than that detected in blood cells. On the other hand, the
association of genes with the intention of looking for a "signature" for the pathology
studied did not show a significant improvement in the discriminatory capacity in
relation to the individual genes. Interestingly, the serum expression of GUCY2C and
GUCY2C / PTGS2 were significantly correlated with the therapeutic response.
However, none of the biomarkers correlated with overall survival or progression-free
survival. On the other hand, metabolomics studies of the sera of patients with
metastatic CRC revealed the presence of five compounds of three types of molecules
(endocannabinoid sphingolipids and glycerophospholipids), not detected or detected
at very low levels in the control group. The AUCs obtained from the ROC analysis

carried out suggest that these five candidates constitute a metabolomic trace that
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would have the potential to be used as biomarkers with discriminatory capacity

between metastatic CRC and healthy subjects.

In conclusion, metastatic RCC requires the development of specific markers that
allow its diagnosis and help determine its prognosis and the efficacy of its treatment.
Our findings suggest that genes related to angiogenesis can be excellent non-invasive
and easily determined biomarkers for their clinical application in the diagnosis and /
ot prognosis of these patients. On the other hand, the use of a metabolomic signature
formed by five molecules in serum, including an endocannabinoid, two
glycerophospholipids and two sphingolipids, was able to differentiate between
patients with metastatic CRC and healthy controls. These findings support the
hypothesis that high-resolution mass spectrometry-coupled liquid chromatography
metabolomics is a powerful diagnostic tool for metastatic RCC. Our results provide
new insights into possible markers for metastatic CRC that could be of clinical
relevance. Further investigations with larger studies and external validations will be

necessary to determine the clinical applicability of these biomarkers in CRC.
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1. INTRODUCCION

1.1. SITUACION ACTUAL DEL CANCER EN ESPANA

1.1.1. INCIDENCIA

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad del
mundo. Los ultimos datos disponibles a nivel mundial estimados dentro del proyecto
GLOBOCAN confirman que en el ano 2020 se diagnosticaron aproximadamente
19,3 millones de casos nuevos en el mundo. (Bray y cols., 2018). Sin embargo,
sabemos que la pandemia de la COVID-19 ha afectado el nimero de diagndsticos de
cancer en muchos pafses por lo que probablemente el nimero real de canceres
diagnosticados en 2020 habra sido menor. Las estimaciones a nivel mundial indican
también que el numero de casos nuevos aumentara en las dos proximas décadas a
30,2 millones de casos nuevos al afio en 2040. Los tumores mas frecuentemente
diagnosticados en el mundo en el afo 2020 fueron los de mama (que ocupa la primera
posicién), pulmoén, colon y recto, prostata y estomago, todos ellos con mas de un

millén de casos. (Siegel y cols., 2020)

En Espana, el cancer es también una de las principales causas de morbi-mortalidad.
El nimero de canceres diagnosticados en Espafia en el afio 2021 se estima que
alcanzara los 276.239 casos, segin los calculos de REDECAN, un nimero muy
similar al del afio 2020 (tabla 1). Sin embargo, igual que a nivel mundial, la realidad
puede ser ligeramente diferente ya que esta estimacion no incluye el posible efecto de
la pandemia de la COVID-19. Por ejemplo, a causa de la pandemia de la COVID-19
los programas de cribado de cancer se vieron afectados en mayor o menor grado por
lo que, con toda probabilidad, el nimero de canceres colorrectales y de mama

finalmente diagnosticados en 2020 fue menor al esperado.

Los canceres mas frecuentemente diagnosticados en Espafia en 2021 seran los de
colon y recto (43.581 nuevos casos), prostata (35.764), mama (33.375), pulmoén

(29.549) y vejiga urinaria (20.613). Los canceres mas frecuentes diagnosticados en
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varones en Espafia en 2021 seran los de proéstata, colon y recto, pulmén y vejiga

urinaria y en mujeres seran los de mama y los de colon y recto

Hombres Mujeres Ambos sexos
45 a 64 anos 46.802 45.030 91.832
>65 afios 106.263 62.675 168.938
Todas las edades 158.867 117.372 276.239

Fuente: Red Espariola de Registros de Cancer REDECAN).

Tabla 1. Estimacién del nimero de nuevos casos de cancer en Espafia para el afio 2021

En las ultimas décadas, el nimero absoluto de canceres diagnosticados en Espafia ha
aumentado a causa del aumento poblacional, el envejecimiento de la poblacién (la
edad es un factor de riesgo fundamental en el desarrollo del cancer), la exposicion a
factores de riesgo (como el tabaco, el alcohol, la contaminacion, la obesidad, el
sedentarismo entre otros muchos) y, en algunos tipos de cancer como el colorrectal,
y los de mama, cérvix o prostata, el aumento de la deteccion precoz. Sin embargo, en
los ultimos afos parece identificarse un enlentecimiento en el aumento de la magnitud
de la poblacién espafiola y en su envejecimiento. (Cleries y cols., 2016) Asimismo,
también se ha producido una variacion en la prevalencia de algunos factores de riesgo
siendo el mas importante el tabaquismo. (EUROSTAT, 2020). Todo ello comporta
una estabilizacion de la incidencia del cancer en varones (debido a la reduccion del
numero de tumores relacionados con el tabaco, por la disminucién del tabaquismo en

hombres), mientras que en mujeres se observa un incremento global

En relaciéon a la edad se puede observar que el riesgo empieza a aumentar de forma
importante a partir de los 45-50 afios. Desde el nacimiento hasta los 80 afios, los
hombres tienen un riesgo de desarrollar cancer de un 40,9% y las mujeres de un
27,0%. A los 85 afios, estos valores son de un 49,1% en los hombres y de un 31,8%

en las mujeres.
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1.1.2 MORTALIDAD

A nivel mundial, el cancer sigue constituyendo una de las principales causas de
mortalidad del mundo, con aproximadamente 9,9 millones de muertes relacionadas
con cancer en el ano 2020 de acuerdo con los datos proporcionados por la
International Agency for Research on Cancer (IARC), estas estimaciones de la
mortalidad deben entenderse como la mortalidad que se estima que habria habido en
2020 si no hubiera habido la pandemia de la COVID-19. Al igual que con la
incidencia, se espera un incremento de la mortalidad en los préoximos afos,
estimandose la mortalidad en mas de 16 millones en 2040. Los canceres responsables
del mayor nimero de fallecimientos a nivel mundial fueron el cancer de pulmén
(18,0% del total de muertes por cancer), el cancer colorrectal (9,4%), el cancer

hepatico (8,3%), el cancer de estébmago (7,7%) y el cancer de mama (6,9%).

En Espafia, se estima que la mortalidad por cancer se incrementara de 113.000 casos
en 2020 a mas de 160.000 en 2040. Segin datos provisionales del INE del periodo
enero a mayo de 2020, en este periodo de tiempo, los tumores constituyeron la tercera
causa de muerte en Espafa (21% de los fallecimientos, 47.220), por detras de las
enfermedades del sistema circulatorio (24% de las muertes, 53.201) y las
enfermedades infecciosas (22%, 48.930). Esto supone un cambio con respecto a afios
anteriores, debido al aumento de mortalidad por enfermedades infecciosas a causa de
la pandemia de la COVID-19. En varones, a pesar de la pandemia, los tumores han
seguido siendo la principal causa de mortalidad en Espafia (26%, 28.291), por delante
de las enfermedades infecciosas (22%, 24.712) y las cardiovasculares (22%, 24.474).
En mujeres, las enfermedades cardiovasculares fueron la principal causa de
mortalidad (26%, 28.727), seguidas de las enfermedades infecciosas (21%, 23.681) y
los tumores (17%, 18.931). (tabla 2) En Espafia, los tipos de cancer responsables de
una mayor mortalidad son el cancer de pulmoén (22.930; 20,3%), el colorrectal (16.470;
14,6%), y los canceres de pancreas (7.568; 6,7%), mama (6.606; 5,8%) y prostata
(5.798; 5,1%). En varones, se estima que el cancer de pulmoén sera el responsable de
una cuarta parte de las muertes por cancer (17.346 fallecimiento; 25,6%), seguido por

los canceres colorrectales (9.640; 14,2%), En mujeres, los tipos de cancer responsables
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de una mayor mortalidad seran los canceres colorrectales (6.830; 15,1%), y los de

mama (6.606; 14,6%)

TOTAL
Tumores 47222
Cancer de pulmén 9147
Cancer de colon 4579
Cancer de pancreas 3058
Cancer de mama 2832
Cancer de prostata 2550

Fuente INE.

Tabla 2: Fallecimientos por tumores en Espafia de enero a mayo de 2020, ambos sexos.

1.1.3 SUPERVIVENCIA

De forma general, la mortalidad por cancer en Espafia ha experimentado un fuerte
descenso en las ultimas décadas. Estas tendencias reflejan las mejoras en la
supervivencia de los pacientes con tumores debido a las actividades preventivas, las
campanas de diagnodstico precoz, los avances terapéuticos, y, en varones, a la

disminucién de la prevalencia del tabaquismo (Figura 1)

Globalmente, la supervivencia neta a 5 afos del diagnodstico de los pacientes
diagnosticados en el periodo 2008-2013 en Espana fue de 55,3% en los hombres y de
61,7% en las mujeres. Estas diferencias en la supervivencia global entre sexos se debe
probablemente a que determinados tumores son mas frecuentes en un sexo que en
otro, ya que las diferencias mas importantes en supervivencia se deben al tipo tumoral

(junto con el estadio al diagnostico).
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La supervivencia de los pacientes con cancer de Espafia es similar a la de los paises
de nuestro entorno. Se estima que se ha duplicado en los tltimos 40 afios y es probable
que, aunque lentamente, continie aumentando en los préoximos afios. En hombres, la
supervivencia neta a 5 afios para el total de canceres, excepto piel no melanoma, pasé
de 52,0% en el periodo 2002-2007 a 55,3% en el periodo 2008-2013. Asi, la
supervivencia neta entre los dos periodos se incrementé en 3,3 puntos porcentuales.
En mujeres, la supervivencia neta entre los dos sexenios aument6 de 59,1% a 61,7%

siendo el incremento de 2,6% puntos porcentuales

Tasa por 100.000

T

I HOMBRES 1951 1961 1971 1981 1991 2001 2011
I MUJERES

Aios

Fuente: LARC 2021

Figura 1: Evolucién temporal de la mortalidad estandarizada por edad por tumores en Espafia

1.2. CANCER COLORRECTAL

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

El cancer colorrectal (CCR) representa el tercer tumor mas frecuente a nivel mundial
en el afio 2020, detras del cancer de mama y del cancer de pulmén, con un total de

1,9 millones de nuevos casos, lo que supone un 10% del total de las neoplasias.
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Representa la segunda causa de muerte por cancer, tras el cancer de pulmén, con un

total de 935.173 fallecimientos (9,4%).

Las tasas de incidencia son mas altas en paises desarrollados, lo que se atribuye a
factores ambientales, apoyando esta idea, se observa un incremento de la incidencia
de esta neoplasia en la poblaciéon migrante a areas de mayor incidencia. De forma
global la incidencia estd aumentando debido al envejecimiento de la poblacién, al
incremento del diagnostico precoz (campanas de cribado), a la dieta y a los habitos de

vida, entre otros factores.

En Espafa, en el conjunto de la poblacion, representa el tumor mas incidente: la
incidencia estimada pare el afio 2021 es de 43.581 nuevos casos (29.372 de colon y
14.209 de recto), por sexos 25.678 casos nuevos en hombres y 17.903 casos en

mujeres ( figura 2)
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Cavidad Oral y Faringe
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Linfoma de Hodgkin
Testiculo
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Fuente: Red Espariola de Registros de Cancer

Figura 2. Numero estimado de casos incidentes de cancer en Espafia por tipo tumoral, 2021. Ambos sexos

En relacién a la mortalidad, en 2020 fallecieron en Espafia 16.470 pacientes por CCR
(14,6% de la mortalidad global por cancer en Espafia). Se ha observado una reduccién

de la mortalidad del 2,4% debido, principalmente, a las campafias de diagndstico
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precoz (que permite realizar el diagnostico en fases mas tempranas de la enfermedad

e, incluso, de lesiones precursoras) y a las mejoras en el tratamiento.

Segun los datos del Surveillance, Epideniology and End Results Program (SEER), el 39% de
los pacientes con CCR se diagnosticaron en estadios iniciales, el 35% en estadios
avanzados y el 22% con enfermedad metastasica. La supervivencia relativa del CCR a
los cinco afios es del 64,4%, siendo del 89,9% en estadios localizados, del 71,3%
cuando se afectan 6rganos adyacentes o ganglios regionales y del 14,2% en los casos
metastasicos (porcentaje que ha aumentado en los ultimos afios debido a las mejoras
en los tratamientos sistémicos y a la cirugfa de las metastasis y técnicas ablativas
locorregionales o combinaciones de ellas dentro de un manejo multidisciplinar del

paciente) (Howlader y cols., 2019)

La gran mayoria de los CCR son esporadicos, un 5% se deben a mutaciones genéticas
hereditarias y aproximadamente un 20% tienen agregacion familiar; en este grupo no
se ha detectado ningun sindrome hereditario y pueden deberse a alteraciones genéticas
secundarias a una predisposicion hereditaria o a factores dietéticos y ambientales

comunes.

La edad es el factor de riesgo mas importante para el CCR esporadico; la mayoria se
diagnostican en pacientes mayores de 50 afios, y a partir de esta edad el crecimiento
es exponencial. La edad media para el cancer de colon( CC) es de 68 afios en varones
y 72 en mujeres, mientras que para el cancer de recto( CR) es de 63 afios en ambos

sexos. Aproximadamente el 11% acontece en menores de 50 afios.

Dentro de los factores de riesgo destacar: antecedentes familiares y personales de
CCR, pdlipos coloénicos, dieta pobre en fibra y alta en grasas y carnes rojas, obesidad,
diabetes, consumo de alcohol, tabaquismo, sedentarismo, enfermedad inflamatoria
intestinal (colitis ulcerosa, que es la mas frecuentemente asociada, y enfermedad de
Crohn) y antecedentes de utererosigmoidostomia, entre otros. (Turati y cols., 2017)

En los dltimos afios se estd investigando el papel de la microbiota y los desequilibrios
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de esta en el desarrollo del CCR, asi como el hecho de que la modulaciéon del

microbioma puede afectar a la respuesta a las diferentes terapias. (Wirbel y cols., 2019)
1.2.2 CARCINOGENESIS DEL CCR

El CCR es una enfermedad heterogénea, aunque es una de las neoplasias cuya
carcinogénesis se conoce mejor. Se produce como consecuencia de multiples
alteraciones, tanto genéticas como epigenéticas, que desregulan las vias de
sefializacion involucradas en la proliferacién, diferenciacion, supervivencia y
apoptosis. Existen tres vias de carcinogénesis del CCR, la via supresora o de
inestabilidad cromosomica, la via mutadora o de inestabilidad de microsatélites y el
tenotipo CIMP (CpG Zstand metilation phenotype) o la via serrada. Cada una de estas vias
presenta diferencias desde el punto de vista molecular, histopatolégico y prondstico,
pero no son mutuamente excluyentes y algunos tumores presentan caracteristicas de

multiples vias (Al-Sohaily y cols., 2012)

e Via supresora o de inestabilidad cromosémica (IC): es la mas frecuente y fue
descrita por Volgestein; es responsable del 70-80% de los CCR esporadicos;
también esta presente en sindromes hereditarios como la poliposis adenomatosa
familiar con mutaciéon en la linea germinal del gen APC (adenomatons pohyposis coli).
Es la via mas conocida y se caracteriza por la inactivacion de genes supresores de
tumores (APC, SMAD4, DDC, TP53) o la activacién de genes como KRAS, C-
MYC, que favorecen que un polipo llegue a transformarse en un carcinoma. Es la
mutacion del gen APC un evento precoz en la secuencia adenoma-carcinoma, que
provoca un aumento de la sefal de la via WNT, activandose factores de
transcripcion relacionados con proliferacion, diferenciacion, migracion y adhesion
de las células colorrectales. Por otro lado, esta mutaciéon puede aumentar la
activacion de las cinasas dependientes de ciclinas que controlan el ciclo celular,
pudiendo escapar la célula de la apoptosis. También se puede producir mutacién
de PI3KCA, que conduce a un mayor crecimiento celular. Posteriormente se van
produciendo otras mutaciones que facilitan la progresion tumoral en la secuencia
adenoma-carcinoma como RAS, que lleva a la activacion constante de la via

MAPK, que permite evadir la apoptosis y facilitar la proliferaciéon celular. Mas
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tardfamente se producen otras mutaciones como la de TP53, que facilita la
proliferacion celular. Otras mutaciones necesarias para el desarrollo de un perfil
invasor son las alteraciones en la via de sefializacién del factor de crecimiento
tumoral B (TFG-f) o a nivel de DCC (deleted colorectal cancer). En este tipo de
tumores se observa desequilibrio cromosémico (aneuploidia) con deleciones,
amplificaciones y alta frecuencia de pérdida de heterocigosidad del brazo largo del
cromosoma 18. Suelen ser tumores localizados en el colon izquierdo, bien
diferenciados y con poca frecuencia de tumores mucinosos, y que no suelen

presentar infiltracion linfocitica.

Via mutadora: presente en aproximadamente el 15% de los CCR esporadicos y en
casi todos los CCR de los sindromes no polipdsicos. Se caracteriza por el acaimulo
de mutaciones por un defecto en el sistema de reparacién del ADN (wistmatch
repair systens), compuesto por diferentes genes (MLH1, MSH2, MSH6, MLH3,
PMS2 y PMS1); estas mutaciones ocurren con mayor frecuencia en los
microsatélites (secuencias repetitivas cortas de ADN), y es lo que se conoce como
inestabilidad de microsatélites (IMS), alteracién que constituye el marcador
tenotipico del sindrome de Lynch, definido por la existencia de mutacién germinal
en uno de estos genes reparadores del ADN. Esta alteracion del sistema reparador
provoca el acimulo de errores en microsatélites, y los genes supresores de tumores
no son reparados, de modo que pierden su funcién, como por ejemplo TFG-32
o gen Bax. La presencia de IMS tiene implicaciones prondsticas y predictivas de
respuesta a fluoropirimidinas en estadios iniciales (estadios II). En los casos
esporadicos, el mecanismo de IMS se debe a la hipermetilacion a nivel de la region
promotora de genes relacionados con el sistema de reparacion del ADN, el mas
frecuente MLH1; un porcentaje importante se asocia a mutacion del oncogén
BRAF. Son tumores que se localizan con mayor frecuencia en el colon derecho
suelen ser pobremente diferenciados, con presencia de infiltracion linfocitaria, y

mucinosos.

Inactivacion transcripcional: mediada por metilacién de regiones ricas en citosina

y guanina: denominada islas CpG promotoras de determinados genes supresores
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de tumores, conocido como fenotipo metilador (CIMP) o via serrada; es la
identificada mas recientemente y se distinguen tres tipos de fenotipos metiladores:
ausencia de metilacion, metilacién baja y metilacion alta. La lesion precursora suele
ser el polipo serrado en vez del adenoma convencional. En esta via, la presencia
de mutacién de BRAF es un evento temprano y se suele encontrar en los de mayor
metilacién. También se observa en aquellos de baja metilacion la presencia de

mutacion de KRAS.

Cada una de estas vias se asocia a determinadas caracteristicas clinicas vy
anatomopatologicas; los tumores de localizaciéon izquierda suelen presentar
inestabilidad cromosémica con mayor frecuencia que los de localizacién derecha, que
tienen una mayor frecuencia de IMS y fenotipo metilador. Basaindose en estas vias
moleculares y en los eventos moleculares de cada una de ellas, en los ultimos afios se
han descrito diferentes clasificaciones moleculares y, a través de un consorcio
internacional, se ha elaborado una tunica clasificacion molecular ( The Consensus

Molecular Subtypes of Colorectal Cancer )( tabla 3)

CSM1 CMS2 CMS3 CMS4

Inmune Canénico Metabolico Mesenquimal

15% 40% 13% 25%
IMS* 1C 1C 1C
Mutacién en BRAF Epitelial Epitelial Mesenquimal
Infiltracién  inmunitaria ~ Activacién de rutas WNT, Mutaciéon RAS Activacién vias de TGFB, angiogénesis e
mutacién BRAF MYC y EGFR infiltracién estromal

Sin activacién inmunolégica

Activacién inmunolégica  Sin activacion inmunoldgica Inmunosupresion

Lado derecho Lado izquierdo Lado derecho Ambos lados

Tabla 3: Adaptada de: Guinney J, Dienstmann R, Wang X, de Reynies A, Schlicker
A, Soneson C, et al. The Consensus Molecular Subtypes of Colorectal Cancer. Nat
Med. 2015;21(11):1350-6.
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1.2.3 CLINICA DEL CCR

Los sintomas mads frecuentes pueden derivar del tumor primario y su presencia, en
mayor o menor medida, dependera de la localizacion de este (anemia, alteraciones del
ritmo intestinal, sangrado, presencia de masa palpable, dolor, obstruccién intestinal,
tenesmo, cambio en el calibre de las heces, etc.), y en los casos de metdstasis,
sintomas/signos derivados de estas (ascitis, ictericia, dolor, hepatomegalia, derrame
pleural, sintomas respiratorios, etc.) y otros como fiebre, sindrome constitucional con

astenia, anorexia y pérdida de peso.

Un 30-40% de los CCR se localizan en el colon derecho (considerando desde el ciego
al colon transverso) y el 60-70% en el colon izquierdo (desde el angulo esplénico al
recto), con caracteristicas moleculares diferentes, distinto prondstico y con diferente
manejo terapéutico en la enfermedad metastasica, considerandose la localizacién y el

perfil molecular a la hora de la eleccién del tratamiento.
1.2.4 DIAGNOSTICO DEL CCR

El diagnéstico mas precoz ha sido posible gracias a la mejoria de los métodos de
cribado. En la actualidad, hay discrepancia sobre el cribado mas eficiente del CCR,
pero se proponen dos alternativas: la deteccion de sangre oculta en heces y la
colonoscopia. La detecciéon de sangre oculta en heces es un método mas barato y
menos invasivo frente a la segunda opcidon que por su parte es necesaria para
confirmar el diagnéstico. En nuestro pafs, se recomienda la realizacion a partir de los
50 afios de un test de sangre oculta en heces a la poblacién general cada 2 afios hasta
los 74 afos. En caso de positividad, se debera realizar una colonoscopia. En el caso
de pacientes con familiares de primer grado afectos con CCR o pacientes con
enfermedades que predisponen al CCR (sindrome de Lynch, enfermedad inflamatoria

intestinal entre otras), la edad a partir de la cual realizar dicho cribado disminuye. Si
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es posible, no obstante, se deberia realizar colonoscopia al menos cada 5 afios a partir

de los 50 afos, aunque dicha maniobra es poco eficiente.
1.2.4.1Dzagnéstico histologico

Para la confirmacion del diagnéstico es preciso realizar una biopsia para el estudio
histolégico, que aportara informacién sobre el tipo de tumor, el grado de
diferenciacién y otros marcadores moleculares utiles para la planificacion terapéutica:
RAS, NRAS, BRAF, alteraciones de los genes reparadores o inestabilidad de
microsatélites. La biopsia se puede obtener bien del tumor primario o de la metastasis

en los casos de debut sincrénico.

En los dltimos afios se esta incorporando al arsenal diagnostico la biopsia liquida,
alternativa no cruenta, rapida y accesible que permite realizar estudios de
biomarcadores en fluidos biolégicos (sangre, saliva, orina, liquido ascitico) a través de
la obtencién del ADN libre circulante y que incluye el ADN tumoral circulante y, asi,
es posible llevar a cabo un andlisis molecular ttil para el diagnéstico, monitorizacion
alo largo de la evolucion (también para la deteccién de mutaciones secundarias, por
ejemplo, en RAS) y seguimiento (adelantando las recaidas o progresiones a las

técnicas de imagen) (Crowley y cols., 2013) (Figura 3)

Figura 3: Principales componentes para realizar Biopsia liquida
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Un 95% de los CCR son adenocarcinomas( figura 4); otros subtipos, definidos por la
Organizaciéon Mundial de la Salud, son adenocarcinomas mucinosos, de células en
anillo de sello, carcinoma escamoso, medular, adenoescamoso, neuroendoctino,

indiferenciado y otros (melanomas, sarcomas, carcinoides, linfomas).

Polyp
3

C zni:'a_r

Figura 4: Imagen macroscopica de adenocarcinoma de colon

Figura 5: Adenocarcinoma de colon pobremente diferenciado
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Dentro del estudio anatomopatolégico es necesaria la determinacién del grado de
diferenciacion; se han utilizado diferentes criterios desde Bordes en 1925, aunque la
mayoria diferencian entre tres y cuatro grados; el recomendado por la octava edicion

del Manual TNM es el de cuatro grados: TNM 2017
-bien diferenciado (> 95% de formacién de glandulas)

-moderadamente diferenciado (50-95% de formacién de

glandulas)
-poco diferenciado (< 50% de formacion de glandulas)

-indiferenciado (sin formacién de glandulas o mucina, sin

diferenciacién escamosa o neuroendocrina) (Figura 5)

1.2.4.2 Estudzio de extension

Las vias de diseminacioén mas frecuentes en el CCR son:

-linfatica: habitualmente sigue un orden anatémico, invadiendo en primer lugar los
ganglios paracolicos y pararrectales, y desde ahi sigue en orden ascendente, en el
caso de colon y aquellos rectos a mas de 8 cm del margen anal hacia los ganglios
mesentéricos superiores, mientras que los tumores rectales localizados desde el
margen anal hasta los 3 cm diseminarian hacia los linfaticos inguinales, y aquellos

situados entre los 3-8 cm a los ganglios iliacos internos;

- hematdgena: se disemina a través de los vasos de la pared del colorrecto mediante
el drenaje venoso portal, siendo el higado el lugar mas frecuente mas afectado por

metastasis de CCR

Una vez confirmado el diagnostico de carcinoma colorrectal mediante biopsia,
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se debera completar estudio de extension. El estudio debe incluir (Labianca y cols.,

2013):

e Historia clinica completa, con especial atencién a antecedentes
personales y familiares de cancer colorrectal y de otros tipos de

neoplasia
e Grado funcional: grado ECOG y/o Indice de Karnofsky
e Exploracion fisica con especial atencion al tacto rectal

e Colonoscopia: (figura 6) siempre debe efectuarse una colonoscopia

completa, ya sea preoperatotia, intraoperatoria o postoperatoria

e Biopsia endoscépica y diagnéstico histologico preoperatorio
e Estudio radiolégico:

-Radiografia de térax simple postero-anterior y perfil

-Tac abdominal ( figura 7)

-Se puede plantear TAC toracico para completar estudio si hay
sospecha de metastasis a distancia o en funcién del estadio final

anatomo-patolégico.
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Figura 7: Estadificacion con TAC TORACOABDOMINAL

-Colonoscopia virtual: A individualizar en cada caso para descartar

lesiones sincronicas a nivel colénico.
e Laboratorio:

-Hematologia y bioquimica

-Antigeno carcinoembrionario (CEA)
e Otras exploraciones:

-Enema opaco: cuando no se pueda realizar la colonoscopia

completa.
-Cistoscopia: cuando se sospeche invasion vesical

-Resonancia magnética (RM) es la prueba diagnéstica de eleccion

para la estadificacién hepatica (figura 8)
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Figura 8 : Metastasis hepatica de CCR vista por RM hepatica con contraste hepatoespecifico
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Figura 9: PET-TAC: Neoplasia de colon sigmoide con metastasis hepaticas

-La indicacién de tomografia por emision de positrones (PET) en CCR se recomienda

para descartar la existencia de metastasis a otros niveles antes de la reseccion
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quirurgica en la enfermedad metastasica resecable, o ante la sospecha de recurrencia

con el resto de pruebas negativas (figura 9)

1.2.5 ESTADIFICACION

El estadiaje es el factor prondstico independiente mas importante en CCR.
Actualmente hay consenso en la utilizacion de la clasificacion TNM de la AJCC, ( tabla
4)aunque historicamente se habian utilizado otras clasificaciones como la de Dukes.
De acuerdo a la octava edicion propuesta por el American Joint Comittee on Cancer, el
estadiaje de esta enfermedad debe realizarse en base a la anatomia patoldgica del tumor
primario, a excepciéon de los casos con enfermedad metastasica que se consideran
estadio IV, siendo estadio IVa cuando hay enfermedad en un solo érgano, estadio IVb

si hay en mas de uno y estadio I'Vc si hay enfermedad peritoneal (AJCC 8%dicion )

Tabla 4 Clasificacién TNM de cancer colorrectal de acuerdo a la 8° ediciéon

Tumor Primario (T)

Tx No se puede evaluar tumor primario
TO No hay evidencia de tumor primatio
Tis Carcinoma in  situ  (carcinoma

intramucoso que afecta lamina propia
pero no se extiende a la muscular de
la mucosa

T1 El tumor invade la submucosa a
través de la muscular de la mucosa
pero no en la muscular propia

T2 El tumor invade la muscular propia

T3 El tumor invade los tejidos
pericolorrectales

T4 El tumor invade el peritoneo visceral

(T4a) o infiltra 6rganos adyacentes o
estructuras (T4b)

Ganglios regionales (IN)

Nx No se puede evaluar ganglios
regionales

NO No existen ganglios locorregionales
afectos

41



N1 Uno a tres ganglios afectados o
dep6sitos tumorales

Nila
Un ganglio positivo

Nib
Dos o tres ganglios positivos

Nic
Dep6sitos tumorales en la subserosa,
mesentérico o en los tejidos
mesorectales o perirrectales

N2 Cuatro o mas ganglios positivos

N2a Cuatro a seis ganglios positivos

N2b Siete o mas ganglios afectos

Metastasis a distancia (M)

MO Ausencia de metastasis a distancia

M1 Metistasis en uno o mais sitios distantes
o peritoneo
Metistasis en un sitio sin afectacién

Mla peritoneal

Mib Metastasis en dos o mas sitios sin
afectacion peritoneal

Ml Metastasis en el peritoneo sélo o con

c

otra localizacion

Estadio T N M
0 Tls NO MO
I T1-T2 NoO MO
ITA T3 NO MO
IIB T4a NoO MO
IIC T4b NO MO
ITIA T1-T2 N1/Nlc MO
T1 N2a MO
I1IB T3-T4a N1/Nic MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
IIIC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA Cualquier T Cualquier N Mila
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IVB Cualquier T Cualquier N Mib

IVC Cualquier T Cualquier N Mic

1.2.6 FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS EN CCR

El CCR es una entidad con un prondstico variable en funcién de distintos factores
clinicos, patologicos y moleculares. De forma similar, la respuesta a los tratamientos
depende también de otros factores, algunos comunes con los prondsticos, que se

conocen como factores predictivos.
1.2.6.1. Factores clinicos, analiticos y patologicos

A dfa de hoy, no hay un consenso claro sobre qué factores clinicos y analiticos son
validos y consistentes como factores prondsticos en el CCR, a excepcién de la
estadificacion TNM. La clasificaciéon pronéstica de Kohne, realizada en mas de 3.000
pacientes y validada internamente, fue propuesta en 2002 previamente al
conocimiento exhaustivo de la biologia molecular (Khoney cols., 2002). En ella se
establecieron tres grupos de riesgo: alto, medio y bajo, con una supervivencia global
de 14,7, 10,5 y 6,4 meses, respectivamente. Esta clasificacion se basa en el ECOG, los
niveles de fosfatasa alcalina, el numero de localizaciones metastasicas y el recuento de
glébulos blancos. Ha sido validada externamente en diferentes cohortes de pacientes
con CCR metastasico (CCRm) y recientemente se ha publicado el analisis de datos de
dos ensayos clinicos fase III en primera y segunda linea de CCRm RAS no mutado
que reafirma su posible utilidad (Siena y cols., 2018). Sin embargo, a dia de hoy en la
practica clinica no se utiliza habitualmente debido al mejor conocimiento de la

biologia molecular.

Respecto a los marcadores tumorales en sangre, los dos habitualmente solicitados y
monitorizados son el CEA y el CA 19.9 (Levi y cols.,2008). Su valor pronéstico no
esta tampoco bien definido. En el caso del CEA, se trata de un factor prondstico
independiente y con el que se puede monitorizar la recurrencia en tumores localizados

tras reseccion del tumor primario. Sin embargo, su papel en el CCRm estd mas
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cuestionado. Los datos mas recientes muestran que puede ser un factor prondstico
negativo en correlacién con otros marcadores como es el caso de la serpina B5
expresada en el tumor. De forma similar, los niveles de CEA son mas elevados en
tumores con mutacion de KRAS y su elevacion estd asociada a un peor prondstico.
En el caso del marcador tumoral CA 19.9, si parece que se encuentra mads
frecuentemente elevado en pacientes con metastasis y que pudiera ser un factor
pronostico. Parece, igualmente, que CA 19.9 pudiera ser un marcador prondstico para
el desarrollo de metastasis pulmonares o peritoneales en pacientes con CCR con
metastasis hepaticas. No obstante, existen también datos que muestran que la
presencia de CEA y CA 19.9 en sangre es mayor en pacientes con CCR con metastasis
hepaticas y que son factores independientes predictores de supervivencia en pacientes
no resecables. En cuanto a los factores patologicos, la histologia mas frecuente de
CCR es el adenocarcinoma. Sin embargo, se sabe que existen variantes como el
adenocarcinoma mucinoso (10%) o el adenocarcinoma con células en anillo de sello
(2%), con un peor prondstico y una peor respuesta al tratamiento. En cierta manera,
esto se debe a las caracteristicas moleculares de peor pronéstico que llevan asociadas

estos tipos de histologias, y que se describen en el siguiente apartado.

1.2.6.2. Factores moleculares prondsticos y predictivos de respuesta

a. Via de la inestabilidad de microsatélites (IMS)

Se encuentra presente en aproximadamente el 15% de los tumores de colon
esporadicos y es la via responsable de la practica totalidad de los tumores generados
en los sindromes no polipésicos de cancer colorrectal, como es el caso del sindrome
de Lynch. La IMS consiste en la presencia de mutaciones en unas regiones repetidas
del 4cido desoxirribonucleico (ADN). Esto se produce por un defecto en el sistema
de reparaciéon del ADN (conocido como mismatch repair systens) que se encarga habi-
tualmente de reparar cuando dos nucleétidos no estan emparejados. Las proteinas
mas frecuentemente alteradas de este sistema son MSH2 y MLHI1. Los tumores
generados por esta via tienen caracteristicas clinicas particulares: suelen ser
proximales, mas indiferenciados y tienen una histologia mucinosa o medular con

intenso infiltrado linfocitico. Suelen ser tumores de mejor prondstico en el contexto
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de tumores localizados, aunque no esta tan claro en el contexto metastasico, dado que

las respuestas a fluoropirimidinas son menores. (Sinicrope y cols., 2012)

Respecto a los tumores hereditarios generados por esta via, la entidad mas
habitualmente asociada es el sindrome hereditario no polipdsico (conocido también
como sindrome de Lynch), enfermedad autosémica dominante producida a raiz de
una mutacién en la linea germinal de algin componente del sistema de reparacion.
Generalmente, la alteracion suele ser por mutaciones en los genes MLH1 o MSH2,
aunque también hay que tener en cuenta los genes PMS2, MLH6 o deleciones del gen
de la molécula de la adhesion epitelial (EPCAM) que producen silenciamiento del gen
MLHI1. Estas mutaciones suelen ir asociadas a mayor riesgo de desarrollo de otros
tumores, como es el caso de endometrio, gastrico u ovario. (Giannakis y cols.,2014) y
cols. En relacién con los tumores esporadicos generados por esta via, son
habitualmente secundarios al silenciamiento epigenético del promotor del gen MLH1
que lleva a la inactivacién de estos genes. Una parte importante de estos tumores
esporadicos se asocian a mutaciones en el oncogén BRAF (V600E), ademas, se asocia
a la presencia de otras mutaciones como las mutaciones en la via del factor de
crecimiento tisular 3 (TGF-B), Por otra parte, en estos tumores, se han descrito
mutaciones en los genes de la proteina en anillo 43 (RNF43) y de la R-espondina
(RSPO). Se encuentran mutaciones en el receptor tipo 2 del factor de crecimiento
tisular B (TGF-BRII), SMAD2, SMAD4 o ACVR2 hasta en el 80% de estos tumores.
También se han reportado mutaciones en el gen supresor de tumores proapoptotico
BAX, en el receptor de crecimiento insulinico tipo 2, en el gen de PI3KCA o en el

gen de la ciclina D1. (Montagut y cols., 2012, Barbarino y cols., 2014)

b. Alteraciones en la via de las MAPK

La via de las MAPK es relevante en el desarrollo del CCR, ya que casi dos terceras

partes de los tumores presentan alguna alteracién en ella.
i.Alteraciones el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
Las alteraciones mas descritas en EGFR son la alteracién en el numero de copias, la

sobreexpresion del receptor, las mutaciones en el gen que codifica dicho receptor y la
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sobreexpresion de los ligandos de EGFR como epiregulina o anfiregulina. La
expresion del receptor de membrana EGFER se observa en el 60-80% de los tumores
colorrectales mediante técnicas de inmunohistoquimica. Sin embargo, solo un 20%
aproximadamente de los tumores con expresion presentan una amplificaciéon génica.
En cualquier caso, no esta claro el valor pronéstico de esta expresion ni tampoco el
predictivo de respuesta a terapia anti-EGFR, aunque hay datos de que los tumores sin
expresion de EGFR podrian también responder a cetuximab. Las mutaciones
activadoras en el dominio catalitico de EGFR tienen un papel muy importante
pronodstico y terapéutico en el cancer de pulmoén, aunque no asi en el cancer
colorrectal, donde son poco frecuentes y no estan asociadas a respuesta a terapia anti-
EGFR, a excepcion de la mutaciéon S492R, que se ha descrito como mutaciéon de
resistencia a cetuximab, pero no a panitumumab. (Montagut y cols., 2012). En cuanto
ala ganancia del nimero de copias de este gen, se debe bien a la amplificacién del gen
o a la polisomia del cromosoma 7 donde este se encuentra. Por ello, su prevalencia es
muy variable, aunque se reporta hasta en un 50% de los casos. La amplificacion del
gen esta asociada con respuesta clinica a cetuximab pero con una menor
supervivencia, aunque la discrepancia en la metodologia de medicién ha hecho que
no se considere un factor predictivo y pronodstico validado. La sobreexpresion de los
ligandos del receptor como epiregulina y anfiregulina promueve el crecimiento
tumoral y la supervivencia celular. Algunos estudios han sugerido un valor prondstico

positivo a altos niveles de estos ligandos en pacientes tratados con cetuximab.

ii.Alteraciones en la proteina RAS

RAS es una proteina GTPasa que es capaz de unirse a la membrana citoplasmatica
que, al ser fosforilada, se convierte en una enzima activa que produce la fosforilacion,
a su vez, de otras proteinas involucradas en la cascada de sefializacion celular, entre
ellas la via de las MAPK. Esta proteina esta codificada por tres oncogenes, que son
KRAS, NRAS y HRAS. Cabe destacar que una mutaciéon en alguno de estos
oncogenes puede llevar a la formaciéon de una proteina con un cambio

conformacional que haga que esté constitutivamente activada y, por tanto, sea capaz
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de inducir la proliferacion celular. En el CCR, los oncogenes alterados son con mayor

frecuencia en este orden: KRAS y NRAS.

KRAS se encuentra mutado en el adenocarcinoma de colon en aproximadamente el
40% de los casos. El gen codifica a una proteina de 188 aminoacidos que tiene
actividad inherente catalitica, situaindose cerca de la membrana celular. LLa activacion
de RAS se produce cuando esta proteina presenta uniéon a GTP (trifosfato de
guanosina) y no a GDP (difosfato de guanosina). Cuando hay una mutacién en esta
proteina, RAS permanece unida en todo momento al GTP y se produce una
activacion sin control de toda la via de senalizacién intracelular. Los principales
lugares de mutaciéon son, en este orden, el exén 2 (codones 12 y 13), el exén 3
(codones 59 y 61) y el ex6n 4 (codén 146). Hasta un 95% de las mutaciones ocurren
en el exon 2, siendo la mas frecuente la mutacién en el codén 12, con un cambio de
una guanina por una adenina en dicha posiciéon (KRAS G12D). En cuanto al papel
pronodstico de la mutacion de KRAS, se ha consensuado que puede conferir una peor
supervivencia, aunque es cierto que existen datos contradictorios. (Hutchins y cols.,

2011).

La mutacion en NRAS esta presente en menos del 5% de los tumores colorrectales,
y, al igual que KRAS, se encuentra principalmente mutada en el exén 2 (codones 12
y 13). Su impacto pronéstico no ha sido claramente establecido, aunque parecen mas
prevalentes en el colon izquierdo, y en estudios retrospectivos han mostrado un peor

pronodstico que los KRAS mutados y salvajes.

En cuanto al papel como predictor de respuesta, es indudable que la presencia de
mutacion en KRAS y NRAS confiere una resistencia a tratamiento antiEGFR por lo
que se considera un factor predictivo negativo de respuesta. Un metaanalisis que
incluy6 un total de 5.948 pacientes de nueve ensayos clinicos aleatorizados fase II y

IIT confirma estos resultados. (Sorich y cols., 2015)

La mutacién en el gen BRAF en el CCR es poco frecuente (en torno al 8-12%) y se
ha asociado a un determinado fenotipo: parece mas habitual en mujeres y en estadios
mas avanzados. Asimismo, tradicionalmente se ha relacionado con tumores de colon

derecho, pobremente diferenciados, con histologia mucinosa y con IMC. Ademas,
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parece que presentan mas metastasis peritoneales y menos enfermedad limitada al
higado o pulmén. En cuanto al papel prondstico de BRAF, parece que la mutacion,
principalmente VO60OE (mas del 90% de los casos), es un factor negativo prondstico,
aunque su asociacion con la IMS debe tenerse en cuenta. (Seligmann y cols., 2017).
Por lo que se refiere al valor predictivo de respuesta de BRAF, este es mas
controvertido. A pesar de que las respuestas al tratamiento son limitadas, no parece
que existan diferencias segin la quimioterapia realizada esté basada en oxaliplatino o
irinotecan. La combinacién de todos los farmacos (FOLFOXIRI) con bevacizumab
parecia mostrar un beneficio mayor cuando existia la presencia de una mutacién en
BRAFVG600E pero no ha sido confirmado en el ultimo metanalisis publicado
(Cremolini y cols., 2020). En cuanto al valor predictivo de respuesta a anticuerpos
anti-EGFR, no esta bien establecido. Estos datos han sido analizados conjuntamente
en dos metaanalisis. El primero de ellos, llevado a cabo por Pietrantonio y cols., 2015,
sugiri6 un valor predictivo negativo de esta mutacion para el tratamiento con
anticuerpos anti-EGFR: cetuximab y panitumumab no mejoraban la supervivencia
libre de progresion (SLP) (HR 0,88; p = 0,33), la global (HR 0,91; p = 0,63) ni la tasa
de respuestas (odds ratio |[OR]: 1,31; p = 0,25) comparados con el brazo control. Por el
contrario, el metaanalisis de Rowland sugiere que no hay evidencia suficiente para
descartar el uso de estas terapias en pacientes con cancer colorrectal
metastasico(CCRm) con mutacion BRAFVG600E. No obstante, no todas las
mutaciones de BRAF confieren mal prondstico: las mutaciones en los codones 594 y
596 tienen un fenotipo diferente y su supervivencia es mayor que los BRAF mutados

en V60OE (62 versus 12,6 meses; HR 0,36; p = 0,002) (Jones y cols., 2017)

c.Alteraciones en la via de PIC3KA v PTEN

En condiciones normales, la via de PIK3CA se encarga de la apoptosis y de estimular
el crecimiento celular y la proliferaciéon. En el CCR se han descrito principalmente
alteraciones en PIK3CA y en PTEN. Pero al contrario que ocurre con las alteraciones
de la via de la MAPK, no se recomienda, a dia de hoy, realizar de forma rutinaria el
analisis, dado que desde el punto de vista prondstico y predictivo de respuesta, los
datos no son consistentes. (Van Cutsem y cols., 2016). Las mutaciones de PIK3CA

se han reportado en torno al 15% de los tumores colorrectales, principalmente en los
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exones 9 y 20, que conlleva la activacion constitutiva enzimatica de la subunidad
p100a, lo que produce activaciéon continua de la via. Al contrario que las mutaciones
de KRAS y BRAF, no son mutuamente excluyentes. En cuanto al papel pronéstico,
diversos metaanalisis han concluido que los tumores con mutaciéon de PIK3CA
presentan peor tasa de respuesta y de SLP , aunque parece que mayoritariamente
debido a la mutacion del exén 20. Sin embargo, existen datos contradictorios sobre el
papel pronéstico, teniendo en cuenta PIK3CA como factor prondstico independiente
respecto a otros factores como mutaciones en KRAS o BRAF. En cuanto al valor
predictivo de respuesta a anti-EGFR, los datos publicados no son suficientes para
considerar la mutaciéon de PIK3CA como de resistencia a dicha terapia. Por todo ello,
a dfa de hoy, la determinacion de PI3KCA no se practica rutinariamente en pacientes
con CCR. Al igual que con PIK3CA, no hay suficiente evidencia para recomendar el
analisis de PTEN de forma rutinaria en el CCR. PTEN es un gen supresor de tumores
que evita la activacion de la via de PI3K. En el momento en que hay una pérdida o
mutacion de este gen, el resultado es que deja de ejercer su funcién y se produce una
activacion de la via. Se han reportado alteraciones de PTEN en el 10% de los casos
aproxi- madamente. No existe una clara asociacion pronéstica en el CCR. En cuanto
al valor predictivo de PTEN en lo que respecta a terapia anti-EGFR, también existen
discrepancias, y aunque hay estudios que mostraron falta de beneficio en caso de

pérdida de PTEN, otros no observaron diferencias  significativas

d.Biomarcadores predictivos de eficacia o toxicidad de la quimioterapia

Existen varios marcadores que se han relacionado con eficacia o toxicidad a farmacos
quimioterapicos usados en el CCR, como el 5-fluorouracilo (5-FU) /capecitabina,
irinotecan y oxaliplatino. UGT1A1 es responsable de la glucuronidaciéon de la
bilirrubina, as{ como de la glucuronidacién de SN-38, el metabolito activo del
irinotecan. La actividad enzimatica de UGT1A1 esta estrechamente asociada con los
polimorfismos genéticos de UGT1A1, especialmente UGT1A1 *28 y UGT1A1 *0,
que estan asociados con el sindrome de Gilbert y que también se relacionan con la
gravedad de las toxicidades inducidas por irinotecan. Se ha demostrado que el alelo

*28 esta asociado con un mayor riesgo de desarrollar neutropenia y diarrea en
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pacientes que reciben irinotecan. (Barbarino y cols., 2014). La dihidropirimidina
deshidrogenasa (DPD) es una enzima clave en el catabolismo metabdlico de 5-FU y
capecitabina. El déficit de DPD se ha correlacionado con alta toxicidad a 5-FU y
capecitabina. Los pacientes con deficiencia parcial conocida de DPD se benefician de
la adaptacion de la dosis de su terapia con 5-FU/capecitabina para evitar toxicidad
grave. En pacientes con deficiencia completa de DPD no se deben usar
fluoropirimidinas y se ha de ofrecer un tratamiento alternativo. Sin embargo, la
frecuencia de déficit de DPD es extremadamente baja y la técnica de determinacién
no esta bien establecida. (Meulendiks y cols., 2015). La expresion de ERCC1 se ha
relacionado con mal prondstico y poca eficacia a oxaliplatino. Por lo tanto, la alta
expresion de ERCC1 parece conferir resistencia al oxaliplatino, mientras que los
polimorfismos ERCC1-C118T predicen respuesta al tratamiento con oxaliplatino. Sin
embargo, a falta de evidencia mas sélida, su determinacién no se recomienda de forma
rutinaria (Yoshino y cols., 2018 ). La timidilato-sintasa (TS) es la diana principal de
5-FU. Se ha demostrado que los bajos niveles de expresion de TS conducen a una
mejor respuesta al 5-FU y a una mejor supervivencia de los pacientes con CCR. El
gen de TS (TYMS) esta regulado por un promotor que actia como potenciador
(TSER). Algunos estudios han demostrado que un aumento en el nimero de
repeticiones de TSER (TSER2*, TSER3* o superior) se asocia a una mayor expresion
y actividad de TS. Por lo tanto, la actividad de IS y la sensibilidad a 5-FU parecen
correlacionarse con los polimorfismos de TSER. Sin embargo, estas correlaciones
deben confirmarse en estudios aleatorizados y no se recomienda la actividad TS y el

genotipo TSER para su uso en la practica clinica.

1.2.7 TRATAMIENTO DEL CCR
1.2.7.1  Tratamziento del cancer de colon (CC) localizado

La cirugia es el tratamiento de eleccion en los pacientes con CC y enfermedad
locorregional al diagnéstico, sin embargo la recidiva sistémica tras la cirugia es
frecuente y suele ser la causa final de fallecimiento en estos pacientes. En funcion del

estadio de la enfermedad se establece la supervivencia a 5 afios en los pacientes tras

cirugia sola: estadio I: 78-74%, estadio II 67-38% y estadio III (78-28%). Después de
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la reseccion curativa, el tratamiento adyuvante con quimioterapia (QT) es el estandar
actual de pacientes con CC estadio III y debe considerarse en pacientes CC estadio 11

de alto riesgo.

1.2.7.1.1 Tratamiento adyuvante en pacientes estadio I11

El beneficio de combinaciones con oxaliplatino se ha demostrado en tres estudios de
referencia. La actualizacién del estudio MOSAIC a 6 afios de seguimiento, confirma
el beneficio en SLP para el brazo con Oxaliplatino y una ventaja también en
Supervivencia globlal (SG)) pero sélo para los pacientes estadio III . (André y cols.,
2015). El ensayo NSABP C-07 confirma el beneficio en SLP para el brazo de
oxaliplatino y la magnitud de reduccion en el riesgo de recurrencia fue similar a la del
ensayo MOSAIC. (Yothers y cols., 2011). .El estudio fase III XELOXA en pacientes
en estadio IIT demuestra que XELOX( oxaliplatino+ capecitabina) fue bien tolerado
y superior a la fluoropirimidina iv. (Schmoll y cols., 2015). Un analisis agrupado de
datos de pacientes individuales de 4 ensayos aleatorizados revel6 que la adicion de
oxaliplatino a capecitabina o 5-FU / Leucovorin( LV) mejoré los resultados en
pacientes con CC estadio III. Basindose en estos datos, XELOX/ FOLFOX se
considera tratamiento estandar categoria 1 como terapia adyuvante para pacientes con
CC en estadio III.( Schmoll y cols., 2014). El ensayo X-ACT mostré que la
capecitabina es un agente activo con un perfil de toxicidad favorable y después de 4,3
afios de seguimiento, los datos siguen confirmando la equivalencia en términos de
SLP entre capecitabina y 5-FU / LV en pacientes en estadio III considerandose este
tratamiento una alternativa para aquellos pacientes no candidatos a tratamiento en

combinacién con oxaliplatino. (Twelves y cols., 2012).

Actualmente no hay ningin papel para agentes dirigidos asociados con la
quimioterapia en el tratamiento adyuvante del CC. Todos los ensayos que evaluaron
bevacizumab( NSABP C-08 , AVANT) o cetuximab( NCCTG NO147 y PETACC-
8) son negativos, probablemente debido a las diferentes caracteristicas biologicas de

la enfermedad localizada y la enfermedad avanzada. En marcha el estudio IROCAS
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que randomiza a pacientes estadio III de alto riesgo( pT4N1 o pT1-4 N2) a 6 meses
de tratamiento adyuvante con esquema FOLFOX vs FOLFIRINOX

En cuanto a la duracion del tratamiento adyuvante, hasta el momento se considera
estandar una duraciéon de 6 meses; recientemente se ha publicado el estudio IDEA
en el que se realiza el analisis conjunto de 6 estudios fase III que investigan la no
inferioridad de 3 meses(m) vs 6 m de tratamiento adyuvante basado en Oxaliplatino
para pacientes con CC estadio III. El objetivo primario del estudio fue SLP. La
neurotoxicidad grado 3 fue significativamente superior para el brazo de 6 m. En la
cohorte general no se consigue demostrar la no inferioridad de 3 vs 6m; en el analisis
por grupos de riesgo, estratificado pero no preespecificado, para los pacientes
considerados de bajo riesgo (T'1-3N1) se demuestra la no inferioridad de 3 vs 6 m de

tratamiento adyuvante con esquema XELOX pero no para los pacientes tratados con

FOLFOX. (Grothey y cols., 2018) ( tabla 5)

Objetivo CAPOX FOLFOX Subgrupo  bajo Subgrupo alto

secundario: riesgo riesgo

S5G a 5 ainos (T1-T3 y N1) (T4 6 N2):
No No No No
significativamente | significativamente | significativamente | significativamente
no inferior 3 meses | no inferior 3 meses | no inferior 3 meses | no inferior 3 meses
versus 6 meses versus 6 meses versus 6 meses versus 6 meses

3 MESES 82.1% 82.6% 89.6% 72%
HR 0.96 HR 1.07 HR 0.95 HR 1.08
IC 95%:0.85-1.08; | IC 95%:0.97-1.18; | IC 95%:0.84-1.08; | IC 95%:0.98-1.19;
p=0.033 p=0.34 p=0.033 p=0.39

6 MESES 81.2% 83.8% 88.9% 74.1

Tabla 5 : Resultados estudio IDEA en relacién a la duracion del tratamiento adyuvante

1.2.7.1.2

Tratamiento advuvante del CC estadio 11

El valor potencial que pueda tener la QT adyuvante para pacientes de CC en estadio
IT sigue siendo polémico. Aunque el riesgo de recidiva de algunos subgrupos de
pacientes de CC en estadio II puede ser mayor que pacientes con estadio 111 no hay

pruebas congruentes de que la QT se relacione con una mejor SG en comparacion
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con la cirugfa sola. Actualmente se aceptan como pacientes de alto riesgo dentro del
estadio II aquellos con al menos uno de las siguientes caracteristicas clinicas: tumor
pobremente diferenciado, menos de 12 ganglios linfaticos regionales analizados,
invasion vascular, linfatica o perineural, obstrucciéon o perforaciéon del tumor al
diagnéstico y pT4.El impacto de la QT adyuvante en pacientes con CC en estadio 11
se ha valorado en varios ensayos clinicos con resultados contradictorios. Verhoeff
2016 y cols..El beneficio de oxaliplatino en la terapia adyuvante para pacientes con
CC en estadio II también es controvertido. Los resultados de un reciente analisis post-
hoc exploratorio del estudio MOSAIC no mostraron un beneficio significativo de
SLE para oxaliplatino en estadio II en un seguimiento de 6 afios. Ademas, los
pacientes con estadio II de alto riesgo que recibieron FOLFOX no mejoraron la SLE.
Se observaron resultados similares en el ensayo C-07, en pacientes con estadio II.
Recientemente se presenta un analisis prospectivo de los datos individuales de los
pacientes con estadio II de alto riesgo de 4 ensayos Fase III incluidos en estudio
IDEA. (Iveson y cols., 2019). No se consigue demostrar la no inferioridad de 3 vs 6
m si bien en el analisis por subgrupos observamos que 3m de XELOX fue no inferior
a 6 m. Por lo tanto, a dfa de hoy el tratamiento adyuvante de pacientes con CC estadio
IT debe ser individualizado en funcién de los factores de riesgo de cada paciente. Se
sigue investigando en la busqueda de factores clinicos y moleculares que ayuden a una

mejor seleccion de los pacientes

1.2.7.1.3 Individualizacidén del tratamiento adyvuvante en CC

a. Papel de la IMS Es fundamental en la toma de decisiones del tratamiento
adyuvante por sus implicaciones pronosticas. Esto tiene particular valor en el estadio
II. El estudio PETACC-3 puso de manifiesto que los tumores con IMS son mas
frecuentes en los estadios II que en los estadios III (22 s 12%). Esto significaria que
este tipo de neoplasias tiene menor probabilidad de metastatizar y se trataria de
tumores de mejor prondstico. Por el contrario, este impacto favorable en términos de
pronodstico parece quedar mas diluido en los estadios III de modo que entrarfan en
juego mas factores como por ejemplo la localizaciéon tumoral. Cabe destacar que
algunos estudios han sugerido que la IMS puede constituir un biomarcador predictor

de modo que podria existit un efecto detrimental del tratamiento con
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fluoropirimidinas en monoterapia en estadios II. La tltima version de las guias NCCN
recomienda la determinacién de IMS a todos los pacientes que van a recibir
tratamiento adyuvante Recientemente se ha publicado un estudio que tiene como
objetivo principal, a partir de los datos de pacientes incluidos en siete estudios de CCR
que reciben tratamiento quimioterapico adyuvante, analizar retrospectivamente la SG
en relacion al sistema de reparaciéon del DNA (MMR) y del status mutacional de
BRAF; para establecer su aparente valor pronéstico. De los 2630 pacientes analizados,
307 (11.7%) presentaron mutacion en BRAF y 271 (10.3%) presentaron status
IMS/dMMR. Un 33.6% de los pacientes IMS/dMMR presentaban también
mutaciones en BRAF. En el analisis multivariante los factores asociados a peor
pronodstico fueron la edad avanzada, la localizaciéon proximal, T4, N2, alto grado,
mutacion en KRAS vy la recurrencia precoz. Cuando se ajusta el modelo a factores
clinicopatoldgicos los factores asociados a peor prondstico fueron el status

MSS/pMMR vy la mutaciéon de BRAF. (Taieb y cols., 2019)

b. Plataformas de determinacién multigénica

Las plataformas mas desarrolladas son Oncotype DX y Coloprint. Oncotype DX
logra establecer una clasificaciéon prondstica en alto, medio o bajo riesgo de
recurrencia. Se ha validado en estadios II y III en los estudios QUASAR y NSABP.
Estos estudios demostraron que estos indices de recurrencia tenfan valor para recaida,
SLP y SG. De este modo, el porcentaje de recaida a 3 afios para riesgo bajo, intermedio
y alto fueron del 12%, 18% y 22% respectivamente. Los analisis multivariados
evidenciaron que el resultado de la firma constitufa un factor de riesgo de recaida
independiente a TNM, MSI, grado de diferenciacién y numero de ganglios analizados
en estadios II y III. Coloprint ofrece un riesgo de recurrencia alto »s bajo. (Kopez y
cols., 2015). La validacién clinica se llevé a cabo en 416 pacientes con CC estadio 11,
de los cuales 301 enfermos presentaban caracteristicas T3/No-MSI. Justamente en
este subgrupo de pacientes, un 59% fue clasificado como riesgo bajo presentando un
riesgo de recaida del 9.9% a 5 afios. Por el contrario, los pacientes clasificados como
alto riesgo por la plataforma (31% restante) presentaron un riesgo de recaida del
22.4% a 5 afios. Cabe destacar que los factores clinico-patoldgicos clasicos no
consiguieron identificar estos dos perfiles de pacientes (15% »s 13% riesgo de recaida

pata riesgo alto/bajo en base a criterios estindar). Sin embargo, a dia de hoy no existe
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evidencia suficiente como para recomendar el uso de estas plataformas en la practica
clinica rutinaria fundamentalmente por la falta de valor predictivo respecto a la

quimioterapia.
c. Papel de la biopsia liquida en el tratamiento adyuvante del CC

La deteccion en sangre de ADN tumoral circulante (¢2DN.A) tras la cirugfa podria
ayudar a identificar la enfermedad minima residual que puede predecir la recurrencia
tumoral sobre todo en estadio II, donde el papel del tratamiento adyuvante es
controvertido. Estudios retrospectivos y pequefios han mostrado evidencia al
respecto, aunque es dificil extraer conclusiones por la heterogeneidad de los métodos

de analisis y los estadios incluidos (tabla 6).

Sin embargo, los datos mas consistentes proceden de un estudio prospectivo de 230
pacientes tras reseccion de neoplasia de colon estadio II que realizé seguimiento de
una mutacién en ctDNA (concretamente la mutaciéon con mayor fraccién mutante
alélica) (Sholer y cols., 2017). En este estudio se determiné que la deteccion de ctDNA
tras la QT se asociaba con una menor recurrencia libre de enfermedad y que el ctDNA
poscirugia puede ser un marcador subrogado de enfermedad minima residual. Sin
embargo, este estudio tiene importantes limitaciones, como que solo se realizé el

seguimiento de una mutacién y no se refleja la heterogeneidad tumoral por ello.

El grupo australiano liderado por Jeanne Tie publico el trabajo de biopsia liquida en
pacientes con CC estadio II (Tie y cols., 2019). De cada paciente, se realizé un panel
de secuenciacion del tumor primario que incluyé mutaciones en TP53, APC, KRAS,
BRAF, PI3K, FBXW7 y SMAD4. Identificadas las mutaciones propias de cada tumor,
tras la cirugfa del primario realizaron seguimiento en plasma de las mutaciones
previamente identificadas. La determinacion de ctDNA tras la cirugfa demostré con
una HR de 18 (IC95% 7.9-40) el alto riesgo de recaida de los pacientes con ctDNA
positivo tras la cirugia. Por otro lado, el grupo danés liderado por Reinert, evalu6 el
papel de ctADN en estadios I-I1I siendo la mayor parte de los pacientes estadios I11.
De manera similar al estudio australiano en las muestras de plasma postquirirgica, el
10% de los pacientes presentaban ctDNA positivo siendo la HR de recidiva en caso

de biopsia liquida positiva de 7.2 (IC95% 2,7-19). En los analisis de plasma
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longitudinales la sensibilidad de la biopsia liquida aumentaba de forma significativa,
permitiendo identificar con mayor precision aquellos pacientes con mayor riesgo de
recidiva (HR 43.51C95% 9,8-193,5) (Reinert y cols., 2019). Finalmente, en el congreso
ASCO GI 2021 se present6 la actualizacion del trabajo del grupo danés que incluyd
90 pacientes en estadio I1 y 166 pacientes en estadio III. El dato mas relevante en esta
actualizacion fue que el seguimiento longitudinal demostré aumentar la sensibilidad y
la especificidad para identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de recidiva (HR
51, 1C95% 20-126) demostrandose que la determinacion seriada de ctDNA es el

factor pronostico actualmente mas robusto. (Henriksen y cols., 2021).

Sin embargo, es importante resaltar la heterogeneidad entre los distintos estudios que
han evaluado la biopsia liquida en cancer de colon localizado, particularmente que las
tecnologias para evaluar el ctDNA son distintas y que la definicién de biopsia liquida
positiva también difiere entre los distintos grupos. Actualmente hay multiples estudios
en marcha que estan implementando la biopsia liquida para intentar adecuar la

adyuvancia en funcién del riesgo de recidiva.

Estudio Poblaciéon Mutaciones y Momento de Resultados

técnica utilizada  determinacion

del ctADN
Frattini y cols 70 pacientes KRAS p16INK Precirugiia solo en 13 habia
Estadio 1I: 36 PCR convencional =~ 4-10-16 meses tras alteraciones en
Estadios III: 28 la cirugfa plasma y tejido
Estadio IV: 6 concordante.
Lindforss y cols. = 25 pacientes KRAS Precirugia Al 3er dia en ocho
Estadio I: 4 Electroforesis Dia +3 tras cirugia  pacientes se seguia
Estadio II: 7 observando
Estadio III: 13 mutacién de
Estadio IV: 1 KRAS
Reinert y cols 14 pacientes Mutaciones Preoperatotio Sensibilidad y
Estadio I: 1 especificas de cada  Ocho dias especificidad  en
Estadio II: 6 tumor identificadas  postcirugia detectar  recaida
Estadio III: 3 por NGS Treinta dias posquirdrgica del
Estadio IV: 4 ddPCR postcirugia 100%
Cada 3 meses
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Scholer y cols. 45 pacientes Alteraciones Preoperatotio Se detecté ctADN

Estadio I: 5 somaticas Dia 8 postcirugia de media 9.4 meses
Estadio II: 8 puntuales Dia 30 postcirugia  antes de la
Estadio III: 8 detectadas en Cada 3 meses progresion
Estadio IV: 24 tumor por NGS radiolégica.
ddPCR
Tie J y cols. 250 pacientes  Alteraciones 4-10 semanas tras El 9% de los
estadio 1T somaticas la cirugfa, pacientes tenia
detectadas en posteriormente biopsia liquida
tumor por NGS cada 3 meses. positiva
(Safe-SeqS assay) postquirargica de
los cuales, el 80%
recidivo.
Herniksen y cols. = 260 pacientes Signatera En la cirugfa, 30 El 83% de los
Estadio I: 4 dias tras la mismay pacientes con
Estadio II: 90 cada 3 meses biopsia liquida
Estadio III: 166 postquirdrgica

recidivaron frente
al 13% que
recidivaron  con
biopsia liquida
postquirdrgica
negativa

Tabla 6 Principales estudios sobre el papel de ctADN tras la cirugfa de cancer colorrectal

d.Subtipos moleculares e Inmunoscore (IS)

Diferentes trabajos analizan la asociacion entre supervivencia y los subtipos
intrinsecos en pacientes con estadio II y IIII de CC concluyendo que, si bien los
subtipos intrinsecos se distribuyen de forma diferenciada ente colon derecho e
izquierdo a excepcion del subtipo mesenquimal, no se demuestra su valor prondstico
ni predictivo de respuesta a tratamiento adyuvante con oxaliplatino. (Dietnsmann y
cols., 2019). En ASCO 2019 se presenta como comunicacion oral un andlisis de los
subtipos moleculares de los pacientes incluidos en el estudio MOSAIC observando

que el subtipo enterocitico no parece beneficiarse del tratamiento con oxaliplatino y
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que el subtipo stem-like tiene peor prondstico y no se beneficia del tratamiento con

oxaliplatino.

El IS es un sistema de puntuacion para resumir la densidad de los efectores de células
T CD3 + y CD8 + dentro del tumor y su margen invasivo proporcionando una
estimacion fiable del riesgo de recurrencia en pacientes con CC. Al capturar las
densidades de ambos tipos celulares en ambas regiones, IS proporciona un sistema de
puntuacién que va desde densidades de células inmunitarias bajas (Immunoscore 0) a
altas (Immunoscore 4) en ambas ubicaciones. IS se ha validado recientemente en una
cohorte prospectiva de mas de 2500 pacientes en estadios TNM I-11T (Pages y cols.,
2019.) Se mostré que el IS fue un predictor potente del tiempo libre de recurrencia,
la SG y SLE (todos ellos con una p<0,0001), independientemente de otros factores
clinicos del paciente, como la edad, el sexo o si eran pacientes MSI. Estos resultados
sugieren que la implementacion del IS al actual TNM podria mejorar la clasificacién
pronodstica en CC localizado.(Pages y cols; 2020) Las potenciales ventajas de este
enfoque son maltiples, entre ellas: mejorar la clasificaciéon pronostica de los pacientes
con cancer y la mejor identificacién de los pacientes con alto riesgo de recurrencia
tumoral. Pese a ello, su papel en la predicciéon de los beneficios de la QT es
actualmente incierto. Esta interaccion dinamica entre las células tumorales y el sistema
inmune ha sido definida recientemente como “contexto inmune”, representado los
parametros inmunologicos preexistentes asociados con la supervivencia del paciente.

(Bruni y cols., 2020).
1.2.7.2  Tratamziento del cancer de recto (CR) localizado

El cancer de recto, supone aproximadamente un tercio de los pacientes que se
diagnostican de cancer colorrectal. Su localizacién y evolucion natural le confieren
un especial riesgo de recidiva locorregional con un abordaje terapéutico diferente en
la enfermedad localmente avanzada al del cancer de colon. En los ultimos afios los
avances diagnosticos y terapéuticos asi como el abordaje multidisciplinar, han
permitido una mejor estadificacién y tratamiento. Esto ha supuesto una reduccion
significativa de las recidivas locorregionales, un beneficio en SG y una reduccién de

la morbimortalidad. En cambio no se han observado avances en el desarrollo de
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recidivas a distancia en este tiempo.La cirugia basada en la escisién total del
mesorrecto, constituye el pilar fundamental del tratamiento radical del cancer de
recto. A pesar de la mejora en las técnicas quirdrgicas hasta un 30% de los pacientes
intervenidos de cancer de recto localmente avanzado (CRLA) al diagnéstico pueden
recidivar localmente con tratamiento quirurgico exclusivo. En estos casos el
tratamiento QT-Radioterpia(RT) adyuvante y principalmente neoadyuvante(NA)
reduce significativamente las recidivas locales y la necesidad de colostomias
definitivas. (Glynne-Jones y cols., 2017). En este sentido disponemos de diferentes
estrategias de tratamiento encaminadas tanto a la reducciéon de la recidivas locales

como las recidivas a distancia

1.2.7.2.1. Quimiorradioterapia neoadyuvante

Las teéricas ventajas del tratamiento NA: mayor sensibilidad del tumor a la
radioterapia, cirugfa mas conservadora, aumento de la tasa de respuesta completa
patologica (pRC) y la erradicacion de posibles micrometastasis llevaron al desarrollo
de multiples estudios en este contexto. El estudio aleman AIO-94 confirmé que la
administracion de QT-RT con 5FU previo a la cirugia conseguia un reduccion
significativa de las recidivas locales (6% vs 13%, p 0.006) con una menor toxicidad
(27% vs 40%, p 0.001) frente al mismo esquema de tratamiento administrado
postoperatoriamente, sin diferencias en SG. Estos resultados se mantuvieron en el
seguimiento a 10 afios publicado posteriormente. Tras la publicacion de este estudio
en 2004 la QT-RT con 5-FU NA se convirtio en el estandar de tratamiento del CRLA.
(Rédel C y cols., 2015). Posteriormente la concomitancia de la radioterapia con
capecitabina NA demostré la no inferioridad de la capecitabina frente al esquema
estandar. Se ha explorado la asociacion de otros citostaticos como oxaliplatino o
irinotecan y/o anticuerpos monoclonales al tratamiento QT-RT sin que hayan
demostrado beneficio en supervivencia a pesar de aumentar la pRC y si una mayor

toxicidad, por lo que ninguno se ha incorporado hasta la fecha al tratamiento estandar.

1.2.7.2.2 Radioterapia de ciclo corto (SCRT)

La radioterapia de ciclo corto (SCRT) previa a la cirugfa también ha demostrado

disminuir de forma significativa las recidivas locales frente a la cirugia sola con un
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beneficio en la SG en la mayoria de los estudios publicados. Comparada frente a QT-
RT  neoadyuvante, los  principales estudios realizados  (polaco y
australiano/neozelandés) no observan diferencias significativas en SG ni preservacion
de esfinteres a pesar de observarse un mayor downstaging en los pacientes tratados
con QT/RT. La SCRT se considera actualmente una alternativa al tratamiento QT-
RT NA en el CR LA.El estudio Stockholm III comparé SCRT y cirugfa inmediata
frente al tratamiento quirtdrgico diferido tras la SCRT demostrando un mayor
respuesta local al tratamiento en los pacientes intervenidos de forma diferida. Con
estos resultados la SCRT seguida de cirugia del tumor primario a las 8 semanas se ha
convertido en una alternativa valida en el tratamiento de los pacientes con CR que

precisan un downstaging.

1.2.7.2.3 Quimioterapia de consolidacién tras tratamiento SCRT neoadyuvante.

En base a los resultados del estudio Stockholm III los estudios POLISH-2 y
RAPIDO, analizan el beneficio de administrar SCRT seguido de tratamiento QT 4
meses y posteriormente cirugia frente al tratamiento estandar en pacientes con CRLA,
intentando aumentar el porcentaje de pacientes que completan el tratamiento QT de
cara principalmente a la reduccion de las recidivas a distancia. En el estudio POLISH-
2 no se observo un aumento en la tasa de resecciones RO, objetivo principal del
estudio, aunque si un aumento significativo en términos de SG , que pierde la
significacion en el seguimiento a largo plazo. K. (Bujko y cols., 2016). Este estudio
presenta limitaciones importantes como la no obligatoriedad de RNM pélvica de
estadiaje o el uso de oxaliplatino concomitante con la RT. El estudio RAPIDO
incluy6 pacientes con CR de mal prondstico: ¢T4a/b, invasién extramural, cN2,
invasion de la fascia mesorrectal o aumento de ganglios considerados metastasicos.
Los pacientes fueron randomizados a SCRT (5x5 Gy) seguida de 6 ciclos de XELOX
o 9 ciclos de FOLFOX4 seguidos de escision mesorrectales (TME) (brazo
experimental) vs quimioirradiacion basada en capecitabina seguida de TME y
posterior QT adyuvante segun politica del hospital con 8 ciclos de CAPOX o 12 ciclos
de FOLFOX4 (brazo estandar). Se obtuvo una una menor tasa de metastasis a

distancia y una elevada tasa de RCp lo que puede contribuir a la preservacion de
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6rgano. Este tratamiento puede considerarse un nuevo estandar. (Bahadoer y cols.,

2021).

1.2.7.2.4. Quimioterapia de induccién previo al tratamiento QT-RT.

Pequefios estudios F-II han evaluado el papel de la QT previa al tratamiento
concomitante QT-RT con intencién de mejorar la exposiciéon y tolerancia del
tratamiento, aumentar las pRC, controlar posibles micrometastasis y disminuir el
tiempo hasta el cierre de las ileostomias temporales. El estudio F-II GCR-3
randomizo a los pacientes a recibir XELOX antes o después de la QT-RT y la cirugia
(Fernandez-Martos y cols., 2010). No se observaron diferencias en pRC aunque si una
menor toxicidad en los pacientes tratados con QT de inicio y una mayor
cumplimentacién de la QT. El analisis de supervivencia tras un seguimiento de 5 afios
no objetiva diferencia significativas. PRODIGE 23 es un estudio fase III
multicéntrico randomizado que investiga el papel del mFOLFIRINOX NA antes de
la QT-RT preoperatoria seguido de cirugia TME y QT adyuvante en CRLA (¢T3 or
cT4, M0) a <15 cm del borde anal. Se obtiene un beneficio en Supervivencia libre de
enfermedad (SLE) a 3 afios del 75% al 85%. Los autores concluyen que se trata de
una estrategia segura y aumenta significativamente la tasa de pCR, SLE. Los datos de

SG no estan maduros. (Conroy y cols., 2020).

1.2.7.2.5 Quimioterapia NA sin QT/RT

Otra estrategia estudiada, por ahora en estudios pequenos y heterogéneos, ha sido la
del tratamiento NA exclusivo con QT en pacientes con tumores mas iniciales.
(Francesco Sclafani y cols., 2014). Los resultados tanto de resecabilidad como de
supervivencia, junto con la posibilidad de evitar la toxicidad propia de la RT, la

convierten en una estrategia interesante. Pendiente de resultados de estudios

1.2.7.2.6 Estrategia conservadora: Watch & Wait (W&W)

La estrategia W&W en pacientes con CR que logran una respuesta clinica completa
tras la terapia NA ofrece una oportunidad para que los pacientes eviten una cirugia

con sus posibles secuelas. Recientemente se han publicado los datos tras un

61



seguimiento de 3.3meses de mas de 880 pacientes con resultados muy interesante de
redidivas Icoales, y supervivencia a 5 afios. (Van der Valk y cols., 2018). A pesar de
ello ,en ausencia de ensayos randomizados debe considerarse una técnica en

investigacion.

1.2.7.2.7 Papel de 1a QT adyuvante en el CR.

Son escasos los estudios randomizados que exploran como objetivo principal el papel
de la QT adyuvante en el CR y sus resultados son dificiles de interpretar dado que se
mezclan numerosas variables. En 2007 se publicaron los resultados del estudio
EORTC 22921 en el que se observo un beneficio en SLP para los pacientes que
recibfan QT (HR 0.87; 95% CI 0.72-1.04; P=.13). Sin embargo, en el seguimiento a
largo plazo, el tratamiento adyuvante no demostré beneficio en SG y el beneficio en
SLP fue menor y no significativo. Este estudio sugiere que solo los pacientes con
buena respuesta al tratamiento NA pTO0-2 se benefician del tratamiento adyuvante si
bien hay que tener en cuenta que solo el 43% de los paciente recibieron el tratamiento
adyuvante completo y que se administro 5-FU en bolus, esquema actualmente
considerado sub6ptimo. Tampoco esta claro el esquema mas adecuado en adyuvancia
en CR. El estudio F-II ADORE analiza la adyuvancia tras QT-RT y cirugia con
FOLFOX vs 5FU/LV, observando un beneficio en SLP a 3 afios a favor de
FOLFOX del 71.6 vs 62.9%, p .047. El estudio AIO-04 también encuentra beneficio
en los pacientes tratados con oxaliplatino tanto en neoadyuvancia como en
adyuvancia, aunque los resultados son mas dificiles de interpretar. Diferentes meta-
analisis que analizan el papel de la adyuvancia en el CR alcanzan conclusiones
contradictorias. (Breugom AJ y cols., 2015). A pesar de estos resultados y en gran
medida por extrapolacién de los estudios de adyuvancia en cancer de colon, la
principales guias europeas y americanas recomiendan el tratamiento adyuvante en

pacientes con E-II de riesgo y estadio 11
1.2.7.3  Tratamiento del CCRm

Aproximadamente un 20-25% de los pacientes al diagnoéstico de CCR se presentan
como enfermedad metastasica y hasta un 50% de ellos van a desarrollar metastasis a

lo largo de la evolucién de la enfermedad. En los dltimos afnos se ha modificado la
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historia natural del CCRm con la incorporacién de los avances en el tratamiento
quimioterapico, farmacos diana especificos, un mayor conocimiento de la biologia
molecular y de los biomarcadores que permiten una mejor selecciéon del tratamiento
individualizado, con medianas de supervivencias que se encontraban en torno a los
12 m enla era del 5FU con tasas de respuestas en torno al 20%, y que en la actualidad
se sitian en torno a los 30 m con tasas de respuestas de los esquemas en combinacién
que superan el 50%. Por otro lado, hay que destacar los avances que se han producido
en el manejo quirdrgico de las metastasis. La cirugia de las metastasis hepaticas y
pulmonares consigue hasta un 40-50% de supervivencia a los cinco afios segun las
diferentes series. Respecto a la cirugia de las metastasis hepaticas, se han ido
produciendo importantes avances en los ultimos afios en las técnicas quirurgicas,
como la incorporaciéon de la laparoscopia, hepatectomias en dos tiempos (descrita por
Adam ez al. en el ano 2000) y associating liver partition and portal vein ligation for staged
hepatectomy (ALPPS), técnica anglosajona descrita en 2012, que pueden aumentar la
posibilidad de resecabilidad de los pacientes que hace unos afios eran considerados
irresecables; no obstante, estas indicaciones deben ser valoradas por un equipo
multidisciplinar y llevadas a cabo en centros con experiencia. En la actualidad, los
criterios de resecabilidad se han ampliado y agrupan a un gran nimero de pacientes y
situaciones: posibilidad de reseccién RO, dejar al menos 20-25% de volumen hepatico
y con drenaje biliar adecuado. En julio de 2019 se publicé el consenso nacional para
el manejo multidisciplinar de las metastasis hepaticas, con la participaciéon de las
diferentes sociedades cientificas implicadas, donde se especifican las diferentes
recomendaciones en funcion del escenario donde nos encontremos. (Vera y cols.,
2019). Al mismo tiempo que ha ido evolucionando la reseccién de metastasis
hepaticas, también se han realizado importantes avances en el manejo de las metastasis
pulmonares, tanto en el tipo de intervencién (metastasectomias, resecciones atipicas,
lobectomias, etc.) como en las técnicas (toracotomia, videotoracoscopia). El
desarrollo de la cirugfa citorreductora mas quimioterapia intraperitoneal hipertérmica
(HIPEC) continta en estudio; en casos seleccionados de carcinomatosis peritoneal
puede ser una alternativa que consiga aumentar la supervivencia de este grupo de
pacientes de mal pronéstico, con medianas de supervivencia entre 15 y 23 meses. Por

ultimo, el desarrollo de las técnicas ablativas en el manejo de pacientes con CCRm no
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candidatos a cirugia ofrece opciones de tratamientos alternativos para el control de
las metastasis; entre estas opciones se encuentran la radioterapia estereotictica
fraccionada corporal (SBRT), la radiofrecuencia, las microondas, la electroporacion

irreversible, la crioterapia, la quimioembolizacién o la radioembolizacion.

1.2.7.3.1 Objetivos del tratamiento

Los factores que se deben tener en cuenta en la eleccién del tratamiento en la

enfermedad metastasica se recogen en tabla 7

Caracteristicas del Caracteristicas de la
paciente enfermedad
Edad (valoracion geriatrica) Lateralidad del tumor primario (detecho/
izquierdo)
Comorbilidad
Estado general (fit/unfit) Carga tumoral (oligo/polimetastisica)

Funcién hepatica, renal y medular

Resecabilidad potencial
Deseos y expectativas

Presencia de sintomas y gravedad
Situacién sociosanitaria

Perfil molecular: RAS, BRAF , MSI

Tabla 7: Objetivos del tratamiento en CCRm

El manejo de estos pacientes debe realizarse con un enfoque multidisciplinar para

poder ofrecer la mejor estrategia y secuencia de tratamiento

En funcion de las caracteristicas del tumor , de la intencionalidad del tratamiento y
del paciente fit o unfit, la European Society for Medical Oncology (ESMO) ha definido
diferentes grupos (Van Cutsem y cols., 20106) (figura 10)

-En el caso de pacientes con enfermedad metastisica resecable, el tratamiento
estandar sigue siendo la cirugfa, cirugia RO (sin enfermedad residual), aunque el
porcentaje de pacientes en este grupo es escaso, 10-20%, se debe considerar en

determinados grupos de pacientes la valoracion de tratamiento petrioperatotio.

-En los casos de enfermedad no resecable de entrada, pero potencialmente resecable,
esta indicado tratamiento de conversion, que permite obtener una respuesta que

conduzca a la resecabilidad de la enfermedad, y posterior tratamiento
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complementario, o bien el control de los sintomas y obtener maxima respuesta en

aquellos pacientes sintomaticos 0 con tumores agresivos

-En los casos de enfermedad irresecable, el objetivo del tratamiento serfa el control

de la enfermedad, aumento en el intervalo libre de progresion y de la supervivencia.

-En los pacientes unfit, las opciones van desde el tratamiento sintomatico a la

monoterapia, esquemas de combinacién con reduccion de dosis o técnicas ablativas

CLASIFICACION
DE LOS PACIENTES

PACIENTES FIT
GRUPO 1 GRUPO 2

L 2 >

A) Posibilidad de conversién Irresecable

B) Sictoimaticos en relacién con enfermedad o Paciente sintomtico Mejor
PREEEI'::;Q&ION enfermedad agresiva Enfermedad no agresiva tratamiento

Tratamiento dependiendo de biomarcadores: Tratamiento dependiendo de biomarcadores: de soporte*

RAS/BRAF RAS/BRAF
-

A) Citorreduccién seguida de cirugia con RO; o -
OBJETIVO DEL control enfermedad por técnica ablativa. Control de enfermedad y paliativo
TRATAMIENTO B) Control de los sintomas, evitar progresion aumento de la supervivencia

de enfernedad y aumentar la supervivencia

Figura 10: GRUPOS ESMO REVISADOS PARA PACIENTES CON CCRm Adaptado de Van Cutsem E,
Cervantes A, Adam R, ez a. ESMO consensus guidelines for the management of patients with metastatic
colorectal cancer. Annals of Oncology. 2016;27(8):1386-422.

1.2.7.3.2 Esquemas de tratamiento en enfermedad metastasica

La estrategia recomendada para la primera linea de tratamiento en CCRm incluye la
asociacion de doblete de QT (fluoropirimidina con oxaliplatino o irinotecan) en
asociacion con anticuerpo monoclonal (antiangiogénico o anti-EGFR). Bevacizumab
es el unico antiangigénico con indicaciéon de primera linea (independientemente del
estado de RAS) y hasta la fecha no se conocen biomarcadores predictores de respuesta
a antiangiogénicos. Cetuximab y panitumumab son anti-EGFR aprobados en primera

linea, solo para los pacientes RAS w7 (KRAS y NRAS). El triplete (FOLFOXIRI), con
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o sin la asociacién con bevacizumab, es otra de las posibles opciones para
determinados grupos de pacientes. El triplete en asociaciéon con anti-EGFR sigue
estando ain en investigacibn aunque ya existen estudios que exploran esta
combinacién . En relacién a si utilizar oxaliplatino o irinotecan en primera linea,
similares resultados se obtienen en el estudio de Tournigand con FOLFOX o
FOLFIRI y cambio de esquema a la progresion, por lo que ambas opciones pueden
ser utilizadas en primera linea. (Tournigand y cols., 2004). En cuanto a qué
fluoropirimidina utilizar, 5-FU o capecitabina, se han publicado datos de no
inferioridad con respecto a la combinaciéon con oxaliplatino. Al contrario que con
irinotecan, donde la combinacién con capecitabina ha presentado una mayor tasa de
toxicidad, por lo que habria que reducir dosis en caso de su combinacién. Mayor
toxicidad también evidencian las combinaciones de capecitabina y anti-EGFR, incluso
en este caso presenta efecto deletéreo con menor supervivencia, por lo que no se
recomiendan. La eleccion de la segunda linea y sucesivas de tratamiento se realiza en
base al estado general del paciente, el tratamiento administrado en primera linea, asi
como la toxicidad evidenciada en esa primera linea y en la determinacién de
biomarcadores. El objetivo a alcanzar en el paciente con CCRm es poder recibir todas

las terapias apropiadas a lo largo de su evolucion.

a. Combinacién de dobletes de quimioterapia y antiangiogénicos

El primer estudio que demostrd beneficio de la asociacion de QT y bevacizumab fue
el de Hurwitz y cols. en asociaciéon con IFL (esquema hoy en dia no utilizado por su
toxicidad) en 2004, donde la combinacién fue superior a IFL en SG (objetivo
principal), siendo de 20,3 vs. 15,6 m (HR: 0,66; p <0,001), SLP: 10,6 vs. 6,2 m (p
<0,001), asf como Respuestas objetivas (RO) del 44,8 vs. 34,8% (p = 0,04). (Hurwitz
y cols., 20006)

El estudio fase III BICC-C demostr6 que FOLFIRI mas bevacizumab fue superior a
IFL-bevacizumab, con medianas de SLP de 11,2 vs. 8,3 m y de SG de 28 vs. 19,2 m,
respectivamente (p = 0,037) (Fuchs CS y cols., 2008).

Posteriormente, se estudié la asociaciéon de bevacizumab con oxaliplatino en un
ensayo fase III que comparaba FOLFOX o XELOX * bevacizumab. El objetivo

principal del estudio fue la SLP, siendo superior para la adicién de bevacizumab, 9,4
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vs. 8 m (HR: 0,83; IC del 97,5%: 0,72-0,95; p = 0,0023), con tendencia a aumentar la
SG, pero no significativa, 21,3 vs. 19,9 m (p = 0,077). Las tasas de respuestas fueron
similares en ambos brazos; en el analisis por subgrupos el beneficio fue mayor en
aquellos en que se mantuvo bevacizumab hasta la progresion. La toxicidad grado 3/4
fue superior en el brazo de bevacizumab, 21 vs. 15%, y relacionada con bevacizumab,
5 vs. 2%. (Saltz LB y cols., 2008).

Los efectos adversos mas frecuentemente relacionados con bevacizumab son la
hipertension arterial (HT'A), generalmente controlada, eventos trombéticos arteriales
con incidencia en torno al 2% y perforaciones intestinales con incidencia en torno al
2%. En relacién a la resecabilidad, se aconseja un margen de seguridad de unas seis
semanas de suspension previas a la intervenciéon quirdrgica.

b. Combinacion de dobletes con antiEGFR

La combinacién de quimioterapia y anti-EGFR ha sido explorada en cuatro ensayos
clinicos fase III (CRYSTAL, PRIME, NORDIC VII, COIN) y uno fase II
aleatorizado (OPUS). El estudio pivotal CRYSTAL (FOLFIRI * cetuximab)
confirmé el objetivo primario (SLP), asi como mayor tasa de respuestas a favor de
FOLFIRI mids cetuximab, aunque con aumento en la toxicidad (cutanea, diarrea,
reacciones infusionales) y al incluir el analisis de mutaciéon de RAS se mantiene el
beneficio en SLP, 11,4 »5. 8,4 m (HR: 0,56; 0,41-0,76; p <0,001), tasa de RO: 66 us.
38% (p <0,001) y SG: 28,4 #5.20,2 m(HR: 0,69; 0,54-0,88; p = 0,0024) (Van Cutsem
y cols., 2015).

En el estudio PRIME con FOLFOX % panitumumab, de nuevo se confirma el
beneficio de SLP (10,8 25.9,2 m; p = 0,002), SG (28,3 #5.20,9 m; p = 0,02) y tasa de
respuestas en la poblaciéon RAS/BRAF w7, con la adicién de panitumumab a la QT.
Se confirma el peor pronéstico (aunque el numero de pacientes es escaso) de la
presencia de mutacion de BRAF (10,5 y 9,2 m). (Douillard JY y cols., 2013). Las
toxicidades mas frecuentes de panitumumab suelen ser la cutanea, diarrea y menor
frecuencia de reacciones infusionales que con cetuximab.

Otra de las toxicidades a tener en cuenta con los anti-EGFR es la hipomagnesemia,
que puede estar presente entre el 20-40% de los casos; se requiere monitorizacién de

los niveles durante el tratamiento y en caso necesario aporte de suplementos.
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c. AntiEGFR vs antiangiogénicos

La ausencia de beneficio de la combinacién de anti-VEGF y anti-EGFR fue
demostrada en dos ensayos clinicos de fase III (PACCE y CAI- RO-2), por lo que su
combinacién no se recomienda.

Una de las cuestiones en la practica clinica diaria es qué anticuerpo utilizar en la
primera linea de la enfermedad metastasica y RAS w2z Intentando responder a esta
cuestion, se disefiaron dos ensayos clinicos fase 111 (FIRE-3, CALGB/SWOG 80405)
y uno fase II (PEAK). Dos de los tres estudios no consiguieron demostrar su objetivo
principal. En la actualidad, no solo son el estatus de RAS y BRAF los unicos factores
a tener en cuenta a la hora de elegir el esquema en primera linea, sino también la
localizacion del tumor primario.

El estudio aleatorizado PEAK comparaba panitumumab frente a bevacizumab mas
mFOLFOX-0, el objetivo primario fue la SLP; en el subgrupo RAS w7, SLP fue
superior en el brazo de panitumumab (HR: 0,65; IC del 95%: 0,44-0,96; p = 0,029),
con tendencia no significativa en SG 41,3 »s. 28,9 m. (Schwartzberg y cols., LS 2014).
FIRE-3 valoré6 FOLFIRI mas bevacizumab o cetuximab, y el objetivo principal fue
la tasa de RO, no encontrando diferencias y si un aumento en SG a favor de
cetuximab, 33,1 »s. 25,6 m (p = 0,011). (Stintzing y cols., 2016). En un analisis
posterior con revisiéon centralizada de las respuestas se encontraron diferencias
significativas en el brazo de cetuximab, 72 »s. 56,1% (p = 0,0029)

En el estudio CALGB/SWOG 80405, los pacientes se aleatorizaron a QT con
FOLFOX o FOLFIRI (eleccion a criterio del investigador, el cual pudo ser factor de
confusion en los resultados) mas bevacizumab o cetuximab y no obtuvo diferencias
en SG, siendo de 29 y 30 m, respectivamente (p = 0,08), ni en SLP 10,5 »s5. 10,6 m,
tampoco cuando se realizé RAS extendido, con tasas de respuestas de 54% »s. 67%
(p <0,01) a favor de cetuximab (Venook A y cols., 2017).

Diferentes comentarios se han extraido de estos ensayos, que pueden ser generadores
de hipdtesis para futuros estudios, como son que quizas para anti-EGEFR el objetivo
primario serfan mejor las respuestas, mientras que para anti-angiogénicos seria el SLP;
por otro lado, parece que la secuencia éptima seria iniciar con anti-EGFR seguido de

anti-VEGF.
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d. Tripletes y sus combinaciones

El grupo italiano GONO comparé triplete FOLFOXIRI frente a FOLFIRI; se
aleatorizaron 244 pacientes, el objetivo primario fue la tasa de respuesta siendo
superiores para el triplete con diferencias significativas 66 »s. 41% (p = 0,0002),.
También de forma significativa se aumento las resecabilidad, SLP y SG, que fue de
22,6 vs. 16,7 m (p = 0,032). La tasa de neutropenia grados 3-4 también fue superior,
50 vs. 28%, aunque sin diferencias en las febriles (Falcone A y cols., 2007).

El estudio TRIBE, del grupo italiano, evalué el triplete FOLFOXIRI + bevacizumab
trente a FOLFIRI + bevacizumab en primera linea, 12 ciclos y mantenimiento con 5-
FU-bevacizumab, con un aumento en la mediana de SLP y SG, que en la actualizacion
de 2015 fueron de 12,3 »5. 9,7 m (HR: 0,77; IC del 95%: 0,65-0,93; p = 0,006) y de
29,8 vs. 25,8 m (HR: 0,80; IC del 95%: 0,65-0,98; p = 0,03), respectivamente, una
mayor toxicidad en el grupo del triplete (diarrea, mucositis, neutropenia y
neurotoxicidad); en esta actualizacion también se reportaron datos de supervivencia
en funcién del estatus de RAS y BRAF, que fueron de 37,1 m para RAS y BRAF s,
25,6 m para RAS mutado y 13,4 m para BRAF mutado; las diferencias no fueron
significativas en funcién de los subgrupos moleculares (Cremolini C y cols., 2015).
Recientemente el grupo GONO presenta el metaanalisis de los ensayos randomizados
que comparan FOLFOXIRI/Beva vs doblete/Beva (CHARTA (NCT01321957),
OLIVIA (NCT00778102), STEAM (NCT01765582,), TRIBE (NCT00719797) y
TRIBE2 (NCT02339116). El objetivo primario es la SG. El metaanalisis confirma el
beneficio en la SG para el triplete vs el doblete. La SG a 5 afios fue de 22.3% para
triplete vs 10.7% para el doblete (p,0.001). También hubo beneficio en SLP y tasa de
respuestas, aunque con mayor toxicidad. Sin embargo, el unico subgrupo que no se
beneficié del triplete en supervivencia fueron los pacientes con BRAF mutado. El
metaanalisis confirma el beneficio en supetvivencia para el triplete/bevacizumab,
pero no el beneficio para los pacientes con tumores BRAF mutados. (Cremolini y
cols., 2020).

El estudio de fase II (MACBETH) del grupo italiano, en primera linea y RAS/BRAF
wt, evalia la combinaciéon de FOLFOXIRI mas cetuximab durante 4m y posterior

mantenimiento con bevacizumab o cetuximab; el objetivo primario fue la SLP a los
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10 m (de un 20% sobre el 50% de FOLFIRI), siendo la SLP a los 10m del 5,8% para
el brazo de cetuximab y 40,4% para el de bevacizumab, no consiguiéndose el objetivo
en ninguno de los dos brazos; apuntan los autores que quiza pueda deberse al esquema
de mantenimiento que puede ser suboptimo. La tasa de respuesta fue de 71,6%, con
la tasa de reseccion del 38%, con un perfil de toxicidad aceptable y con una mediana
de SG de 33,2 y 32,2 m. Aunque la tasa de respuesta es elevada, no se consigue el
objetivo primario del estudio (Cremolini C y cols., 2018).

Datos preliminares del estudio aleman fase II VOLFI, aleatorizado 2:1 en pacientes
con CCRm RAS »# en primera linea con FOLFOXIRI modificado * panitumumab,
cuyo objetivo primario fue la tasa de RO, resulté superior en el brazo del triplete mas
panitumumab (85,7 »s. 54,5%; p = 0,0013) con mayor toxicidad grados 3-5 (32,8 vs.
12,1%; p = 0,0297). (Geisser M y cols., 2018). En marcha se encuentra un ensayo
fase III que compara FOLFOX + panitumumab zs. FOLFOXIRI + panitumumab
12 ciclos, seguido de mantenimiento con 5-FU/ LV panitumumab en primera linea
en pacientes RAS/BRAF wr.

En la actualidad, el triplete se recomienda para aquellos pacientes que presentan buen
estado general, a valorar en aquellos pacientes que pretendamos una respuesta rapida
y en un tratamiento de conversion.

e. Papel de la lateralidad en la eleccion del tratamiento

Recientemente se ha introducido la lateralidad del tumor primario a la hora de elegir
la estrategia de tratamiento a seguir. Como hemos dicho anteriormente sabemos que
los tumores de colon derecho e izquierdo presentan caracteristicas clinicas y
moleculares diferentes que establecen prondsticos diversos y con posible valoracion
de estrategias de tratamiento distintas.

Diferentes estudios han analizado la lateralidad y su papel pronéstico y predictivo de
respuesta; no obstante, son analisis retrospectivos no preplanificados. Arnold y cols.
evalian de forma conjunta seis ensayos recientes (CRISTAL, FIRE-3, CALGB 80405,
PRIME, PEAK, 20050181), cinco de ellos fase III y uno fase II, con un total de 5.670
pacientes, 2.159 (37,6%) de ellos con RAS w7y donde se conocia la localizaciéon del
primario; de ellos, 1.644 localizados en colon izquierdo. La SG y SLP fueron
superiores de forma significativa para la QT mas anti-EGFR en los tumores

localizados en colon izquierdo (HR: 0,75; 0,67- 0,84, y HR: 0,78; 0,70-0,87,
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respectivamen- te), y no para los localizados en colon derecho (HR: 1,12; 0,87-1,45, y
HR: 1,12; 0,87-1,44, respectivamente), con p <0,001 y 0,002 para la interacciéon. Una
tendencia a mayor tasa de respuestas en los de localizacién izquierda, pero sin
significacion estadistica. Los autores concluyen que estos datos refuerzan la utili-
zacion de anti-EGFR en el lado izquierdo en RAS w7 en lado derecho RAS n# se
podtia recomendar quimioterapia con/sin antiangiogénico, aunque en aquellos donde
el objetivo sea la respuesta se podria utilizar anti-EGFR; no hay datos para no utilizar
anti-EGFR independientemente de la localizacion para pacientes en progresion o con
contraindicacién a anti-VEGF (Arnold D y cols., 2017).

El analisis conjunto de dos ensayos del grupo TTD (PLANET y MACRO 2) con anti-
EGFR mas quimioterapia de nuevo muestran un aumento en la SLP y SG, asi como
de las respuestas objetivas de forma significativa en los tumores localizados en colon
izquierdo frente a los de localizacién derecha.

Con respecto al triplete, también se ha rea izado un analisis no planificado del estudio
TRIBE vy lateralidad; nuevamente se observa un peor prondstico de los tumores
localizados en colon derecho, con una SG menor 23,7 frente a 31 m (HR: 1,42; IC del
95%: 1,09-1,84; p = 0,010) y menor SLP, 10,2 frente a 11,5 me (HR: 1,24; IC del 95%:
0,98-1,56; p = 0,083), que los de lado izquierdo. Por otro lado, los pacientes con
tumores del lado derecho lograron un mayor beneficio relativo del triplete mas
bevacizumab en términos de SLP (HR: 0,59 versus 0,89; p = 0,099) y SG (HR: 0,56
versus 0,99; p = 0,030), independientemente del estado de RAS y BRAF (Cremolini C
y cols., 2018).

En base a los datos, aunque retrospectivos, se recomienda la utilizacion de anti-EGFR
en los tumores RAS w7 localizados en colon izquierdo; con respecto al lado derecho,
parece que el antiangiogénico serfa mas adecuado, no obstante, queda por aclarar si

utilizar el anti-EGFR cuando el objetivo que se persigue sea la tasa de respuesta.

1.2.7.3.3 Nuevos farmacos

Dentro de las lineas de desarrollo de firmacos anti-VEGEF, una nueva molécula,
fruquintinib (inhibidor oral anti-VEGF), se ha estudiado frente a placebo en pacientes

con CCRm politratados (dos o mas lineas de tratamiento previo) en un ensayo fase
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I1T en poblacién china, con aumento en la SG, 9,3 »s. 6,6 meses (p <0,001), y aumento

de SLP, siendo de 3,7 »s. 1,8 meses con placebo (p <0,001) (Li J y cols., 2018)

Para aquellos pacientes con CCRm RAS w7 con resistencias secundarias a anti-EGFR
(debidas fundamentalmente a mutaciones del dominio extracelular de EGFR), se ha
analizado la actividad de Sym004 (combinacién de dos anticuerpos frente al EGFR,
futuximab y modotuximab) en un estudio fase II aleatorizado en pacientes KRAS
exon 2 wt refractarios a anti-EGFR con dos brazos con Sym004 y un tercero con
tratamiento a decision del investigador; el objetivo primario fue la SG, no
encontrando diferencias (7,9 vs. 10,3 »s. 9,6 m, respectivamente). El estudio llevaba un
analisis preplanificado de biomarcadores en ctADN, y se observo un beneficio en SG
de los pacientes refractarios y tratados con Sym004 y que presentaban

RAS/BRAF/EGFRwt. (Montagut C y cols., 2018).

Otra linea de investigacion ha sido en el grupo de pacientes KRAS w7 que han
progresado a los tratamientos estandar y que presentan amplificacién de HER2. Las
respuestas objetivas del doble bloqueo de HER2 (trastuzumab mas lapatinib) en el
estudio fase I HERACLES (KRAS »7 y HER2 positivos, que han progresado a
tratamiento estandar incluido anti-EGFR) son del 30%, con tasa de control de
enfermedad del 75% y con una mediana de SLP de 21 semanas y buen perfil de
toxicidad; no hubo toxicidad grado 4, 22% de toxicidad grado 3, siendo las mas
frecuentes astenia, rash cutaneo y aumento de bilirrubina. (Sartore-Bianchi y cols.,
2016). La combinacién de pertuzumab mas trastuzumab en el estudio fase II en
tumores solidos Basket MyPathway ha dado un 38% de respuestas en pacientes con
CCRm HER?2 positivos (Hainsworth JD y cols., 2018 ). T-DXd es un conjugado de
anticuerpo-farmaco compuesto por anticuerpo anti-HER2, un conector basado en un
tetrapéptido escindible y un inhibidor de topoisomerasa 1. Los estudios preliminares
han demostrado actividad en tumores que expresan HER-2. DESTINY-CRCO01
(DS8201-A-]203; NCT03384940) es un estudio fase 2 abierto, multicéntrico en
CCRm que expresan HER-2 tratados con T-DXd. Se incluyen pacientes con CCRm
con confirmacién central de HER2 y, RAS WT que habfan progresado a = 2
regimenes previos. La tasa de respuestas confirmada fue 45.3%, la mediana de SLP

fue 6.9 m y la mediana de SG no se alcanzé. La conclusion de los autores es que T-
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DXd a dosis de 6.4 mg/kg cada 3 semanas demostré una actividad marcada en
pacientes con CCRm refractario que expresan HER2-con un perfil de seguridad

consistente con los resultados previos. (Siena y cols., 2020).

Entre los inhibidotes de BRAF en CCRm BRAF mutados, se han estudiado
vemurafenib, dabrafenib, encorafenib, con tasas de respuestas muy escasas en
monoterapia, posiblemente debido al mecanismo de escape por la sobreexpresion de
EGFR. Mayores tasas de respuestas se han conseguido con la asociacién de inhibidor
de BRAF y anti-EGFR; con la combinacién de dabrafenib mas panitumumab sube la
tasa de respuestas a un 10%, aunque siguen siendo escasas. Al asociarlos a irinotecan,
la tasa de respuestas aumenta, como se observa en el ensayo SWOG 1406 con tasa de
control de enfermedad del 67 frente al 22%. (Kopetz S y cols., 2021). Otra
combinacién en estudio en pacientes BRAF mutado es un inhibidor de BRAF
(encorafenib), inhibidor de EGFR (cetuximab) con/sin inhibidor de PI3K (alpelisib),
con tasa de respuestas objetivas del 19 »5.18% y SLP de 3,7 #5.4,2 m con la triple

terapia en estudio de fase Ib . (Van Geel y cols., 2017).

Por otro lado, podemos actuar mediante el bloqueo de MEK. De nuevo nos
encontramos con actividad escasa; esta aumenta cuando lo asociamos a inhibidores
de BRAF, con la combinacién de dabrafenib (inhibidor de BRAF) mas trametinib
(inhibidor MEK) la tasa de respuesta es de un 12%, media de SLP de 3,5 me, que son
superiores con la triple terapia dabrafenib mas trametinib mds panitumumab, con un

26% de respuestas y SLP de 4,1 m. (Corconan RB y cols., 2018).

Uno de los hitos en pacientes BRAF mutados son los resultados del estudio
BEACON es un estudio randomizado fase III que evalda el triplete de encorafenib
(ENCO) + binimetinib (BINI) + cetuximab (CETUX) y el doblete de ENCO +
CETUX wvs. Irinotecan + CETUX o FOLFIRI + CETUX (a eleccion del
investigador) en pacientes con CCRm BRAFVG600E que habian progresado después
de 1-2 regimenes previos. El objetivo primario fue la SG y la tasa de RO para triplete
vs control. Los resultados indican una mediana de SG de 9.3 m para triplete y 5.9 m
para control. La mediana de SG para el doblete fue de 9.3 m (HR vs. control: 0.61).
La tasa de RG confirmadas fue 26.8% para triplete, 19.5% para doblete, y 1.8% para
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control. Tanto el triplete como el doblete mejoraron la SG en comparaciéon con el
control en todos los subgrupos. La conclusion es que el andlisis final del BEACON
confirma que encorafenib + cetuximab con o sin binimetinib mejora la SG y la RO
en pacientes previamente tratados con BRAF VG600OE. La opcién preferida es el
doblete ya que los datos son superponibles a los del triplete con mejor perfil de
seguridad. Este esquema ha sido aprobado por le FDA y la EMA recientemente.
(Tabernero y cols., 2021).

Los genes de fusion NTRK 1/2/3, ROS1, ALK, RET en CCR tienen una prevalencia
por debajo del 1%. Reordenamiento de TRK se suele asociar con mayor frecuencia a
CCR inestables que a estables, y con la presencia de una mayor carga mutacional.
Estudios con entrectinib (inhibidor TRK, ROS1 y ALK) de fase I han demostrado
respuestas tempranas y duraderas en diferentes tumores sélidos, incluidos CCR.
Lanotretinib es un inhibidor TRK estudiado en un ensayo Basket de fases I-1I, donde
se incluyeron cuatro pacientes con CCR y la tasa de respuestas objetivas ha sido del
75%, con medianas de tiempo a la respuesta de 1,8 m y con una mediana de

seguimiento de 9,9 m ,no se ha alcanzado la mediana de SLP; (Drilon A y cols., 2018).

Mutaciones de PI3K se encuentran presentes aproximadamente en un 12% de los
CCR. Taselisib (inhibidor de PI3K) se ha evaluado en pacientes con tumores solidos
politratados y con presencia de mutaciones de PI3KCA; no se observaron respuestas
objetivas (objetivo principal del estudio) y un 27% de los pacientes objetivaron SLP

>6 meses.

1.2.7.3.4 Inmunoterapia

La inmunoterapia ha presentado un gran desarrollo en los udltimos afios, con
importantes avances en diferentes tumores solidos con beneficios en la supervivencia
de los pacientes, como en melanoma y cancer de pulmén, entre otros. En CCRm, la

inmunoterapia ha tenido un mayor desarrollo en la poblacién de pacientes, con
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presencia de alta inestabilidad de microsatelites (MSI-H) que se encuentra en un 4%

de los casos.

Pembrolizumab (anti-PD-1), en el estudio fase II KEYNOTE-016, una reciente
actualizacién , con mayor nimero de pacientes con CCRm politratado (n = 40), la
tasa de respuesta objetiva fue del 52% para pacientes MSI-H y con una mediana de
seguimiento de 12,5 m, la SLP estimada es del 53% . (Le DT y cols., 2017). En el
estudio KEYNOTE 164, 63 pacientes con CCRm y MSI-H previamente tratados con
>1 linea fueron tratados con pembrolizumab; con una mediana de seguimiento de
12,6 m, la tasa de RO es del 32% y una tasa de control de enfermedad del 57%, el
75% con duracién de respuesta =6 m; la mediana de SLP es de 4,1m y una SG a los
12m del 72% (Le DTy cols., 2020) ; se demuestra que a diferencia de otros tumores,

la expresion de PDL-1 no es factor predictivo de respuesta a pembrolizumab en CCR.

Nivolumab (anti-PD-1) ha sido estudiado en el ensayo CheckMate-142 (fase II) para
pacientes previamente tratados y con MSI-H, asociado o no a ipilimumab (anti-
CTLA-4) a dos dosis diferentes. En el grupo de nivolumab en monoterapia (n = 74)
la tasa de RO, con una media de 21 m de seguimiento, fue del 34% y una supervivencia
a los 12 m del 72%; la toxicidad mas frecuente fue astenia, diarrea, prurito, rash e
incremento de lipasa; con una toxicidad grado 3-4 fue del 20%. En el grupo de
tratamiento combinado, la tasa de RO es del 55%, con una mediana de 13,4 m de
seguimiento, el 51,7% evidenciaban respuesta mantenida. La tasa de SG alos 12m fue
del 85% y SLP del 71%. Las toxicidades mas frecuentes fueron diarreas, astenia,
pitexia, hipo o hipertiroidismo, aumento GOT/GO'T, rash y nauseas. (Overman M]
y cols., 2017; Overman M]Jy cols.,2018)

LLa combinacion de atezolizumab (anti-PD-L1) con bevacizumab en CCRm con MSI-
H se ha llevado a cabo en un ensayo fase Ib, con un 30% de RO y un 90% de tasa de
control de enfermedad; la mediana de duracién de respuesta es de 7,8 m y no se ha

alcanzado la mediana de SLP ni de SG con mediana de seguimiento de 11,1 m

(Huchster HS y cols., 2017).

Recientemente se ha presentado los resultados de Inmunoterapia en primera linea de

CCRm: Se presenta el KEYNOTE-177 (NCT02563002) que es un estudio

75



randomizado fase III, abierto que evalia la eficacia y seguridad de pembrolizumab
versus QT estandar + bevacizumab o cetuximab en primera linea de CCRm con
(MSI-H/dMMR). Los resultados demuestran que Pembrolizumab fue supetior a QT
en SLP(mediana 16.5 m vs 8.2 m. La tasa de RO confirmada fue 43.8% vs 33.1 Los
autores concluyen que pembrolizumab obtiene un beneficio clinico y una mejoria en
SLP estadisticamente significativa vs QT en la linea de CCRm con MSI-H/dMMR
con pocos efectos adversos relacionados con el tratamiento por lo que debe ser el

nuevo estandar para estos pacientes. (André y cols., 2021)

Se ha estudiado la inmunomodulacién a pacientes con CCR e inmonofenotipo
estable( MSS) . En estudios preclinicos, la combinacién de atezolizumab y
cobimetinib (inhibidor de MEK) parece presentar un efecto sinérgico que genera
respuesta inmune de linfocitos T. Un ensayo de fase Ib con la combinacién de ambos
en pacientes con CCR y MSS obtiene tasas de respuestas de 8% y mediana de SG de
diez m, superiores a las de ambos farmacos por separado . (Bendell | y cols., 2018 ) .
En el estudio fase III IMblaze370 (COTEZO) se compara la combinaciéon de
atezolizumab mas cobimetinib frente a atezolizumab frente a regorafenib en una
aleatorizacion 2:1:1 en pacientes con CCR previamente tratados. El 91,7% MSS, el
objetivo principal fue la SG; se han presentado recientemente los resultados, siendo

negativos, con mediana de SG de 8,9m para brazo de atezolizumab en monoterapia y

8,5 m para regorafenib. (Bendell | y cols., 2018).

Durvalumab y tremelimumab en combinacién con FOLFOX se ha ensayado en
pacientes Ras mutados MSS previamente no tratados. El estudio incluye 57 pacientes,
que reciben FOLFOX mas durvalumab (150mg/cada 2 semanas) y tremelimumab
(75mg/cada 4 semanas). La SLP a 6 m (objetivo primario) fue observado en 10/16
pacientes (62,5%). (Ghiringhelli y cols., 2020).

Resultados prometedores se han observado con anticuerpos biespecificos (CEA-

TCB) que se unen tanto a células tumorales que expresan CEA como a linfocitos T
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(CD3), en estudios fase I ha demostrado actividad en monoterapia, asi como en

combinacién con atezolizumab en pacientes con MSS (Tabernero | y cols., 2017).

En marcha estudios fases I/II con BBIG0S (regula negativamente la sefializacion
WNT/B catenina, bloqueando STAT3 fosforilada), en combinacién con
pembrolizumab en CCRm con MSI-H o MSS (SCOOP study). Otros estudios testan

combinaciones de vacunas con anti CTLA4 y anti-PD-L1.

Interés en los ultimos afios estd mostrando el estudio del microbioma y cémo la
modulacién del microbioma puede afectar a las respuestas a tratamiento sistémico. Se
dispone de estudios que avalan cémo la terapia probidtica puede alterar la inmunidad,

por lo que se estan desarrollando nuevas vias de investigacién en este campo.

1.3 METABOLOMICA

1.3.1. DEFINICION

El término metabolémica (Fiehn y cols., 2001), como rama de las ciencias —dwicas,
hace referencia al estudio, identificacién y cuantificacion del conjunto de metabolitos
presentes en células, tejidos o fluidos biolégicos, productos de las reacciones
metabolicas en los seres vivos, cuya cuantificaciéon proporciona un amplio panorama
del estatus bioquimico. La ausencia o presencia de alguno de estos metabolitos, asi
como la concentracién relativa entre ellos, puede ser un indicador de estados de

enfermedad o de factores de predisposicion a ella.

Los metabolitos, por tanto, son moléculas de bajo y medio peso molecular (<1500
Dalton) que intervienen en los procesos celulares y nos revelan cémo esta
funcionando el metabolismo en un organismo determinado en un ser vivo. Nos
referimos a los lipidos, azicares, aminoacidos, hormonas, metabolitos secundarios,
etc, siendo, por tanto, el término “metaboloma”, el utilizado para referirse al conjunto

completo de moléculas que se puede encontrar en un sistema biolédgico.
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LLa metabolémica se ha convertido en los ultimos afios en una de las ramas mas
importante de la bioquimica y de la biologia molecular, ya que, mientras la genémica
y la proteémica nos indican “lo que podria haber pasado”, la metabolémica nos indica
“lo que realmente ha pasado y esta pasando”. (Wishart y cols.; 2007). La razon es que
no tiene necesariamente que existir una relaciéon cuantitativa directa entre la
concentraciéon de RNA mensajero y la funcién enzimatica. Esto hace que el impacto
que puedan tener estas dos variables sobre la concentracion de metabolitos sea
inexacto. Sin embargo, en el caso contrario, al ser final de las vias de sefializacién, la
metabolomica puede probar mas que los clasicos desordenes metabdlicos, y aparece
como el mejor indicador de la monitorizacién de cambios en el genoma y de la
disregularizaciéon de genes transcriptores especificos, siendo por tanto, la ciencia que

mejor puede caracterizar los fenotipos de los seres vivos.

Los avances en el campo de la metabolomica estan siendo utilizados actualmente en
una gran variedad de aplicaciones clinicas y farmacoldgicas dentro de la medicina. Asf,
se han venido aplicando con éxito en las distintas etapas del desarrollo de nuevos
farmacos, ya sea en la deteccion y seleccion de nuevas sustancias activas; en la medida
de los cambios metabdlicos generados por ellas; en la toxicidad del principio activo o
en la comprobacién de los efectos sobre la salud del medicamento en poblaciones.

También tiene un enorme potencial en la monitorizacion de intervenciones
nutricionales, a partir de la medida del cambio provocado por un determinado
alimento sobre determinados grupos de metabolitos, especialmente los triglicéridos y

el colesterol.

La metabolomica se ha revelado, también, muy eficaz en la monitorizacion de los
transplantes de 6rganos solidos, ya que, a partir de una muestra de orina o suero,
permiten analizar la evolucién de un conjunto de metabolitos que indican en estadios
incipientes, si se producira o no el rechazo del 6rgano implantado.

Otro ambito de aplicacion es en la medicina personalizada. Actualmente, cuando se
elige un tratamiento para una persona enferma, se conoce muy poco sobre su fenotipo
y sobre las probables reacciones frente al tratamiento elegido. El conocimiento de las

variables metabolémicas deberfa servir para predecir la reaccién de un ser vivo a la
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administracion de medicamentos, de tal manera que el tratamiento podria

particularizarse para cada individuo.

Una de las contribuciones mas importantes de la metabolémica estarfa dirigida a la
deteccion de factores de riesgo poblacionales. A partir de un analisis de orina o suero,
se pretenderia conocer para un determinado individuo, qué factores de riesgo

presenta, y a qué tipo de enfermedades esta predispuesto.

Y, finalmente, otro ambito de aplicacién emergente es en lo referente al diagndstico
y tratamiento de enfermedades metabodlicas, neurologicas, y especialmente

oncologicas.

1.3.2. ANALISIS METABOLOMICO. TECNOLOGIA

El anilisis metabolémico se sustenta fundamentalmente en las técnicas
espectroscopicas de alta resolucién, junto a los métodos de reconocimiento de
patrones que seran necesarios para poder interpretar la informacién metabdlica
contenida en las muestras biologicas. En los casos de muestras obtenidas de
individuos sanos y afectados por alguna enfermedad, el objetivo del analisis es
identificar las diferencias entre las dos clases, mediante el analisis de los metabolitos
endoégenos encontrados en tejidos o fluidos biolégicos. Para ello, a través de técnicas
espectroscopicas de alta resolucion, se obtendra una matriz de datos metabélicos que
contendra toda la informaciéon bioquimica de una muestra biolégica. Debido a su
complejidad, la interpretacion de esta matriz de datos requerira del uso de herra-
mientas estadisticas multivariantes que destacaran aquellas diferencias que sean
realmente significativas entre las clases y por consiguiente biomarcadores del proceso

estudiado.

El analisis metbolémico puede resumirse en los siguientes pasos:
CAPTURA DEL ESPECTRO
PREPROCESADO
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ANALISIS MULTIVARIANTE NO SUPERVISADO

FILTRO DE DATOS

MODELADO POR ANALISIS MULTIVARIANTE SUPERVISADO
VALIDACION

RECONOCIMIENTO DE MARCADORES

1.3.2.1 Obtencion de datos:

Los datos metabdlicos son obtenidos principalmente a través de:

Espectroscopia de RMN: ( Lindon y col., 2007) Es un procedimiento muy
robusto y versatil que permite la medida de un gran nimero de metabolitos de
forma fiable y repetitiva, partiendo de un proceso de acondicionamiento de
muestra muy sencillo, y con un nivel de automatizacion muy alto .

o Espectroscopia bidimensional

o Espectroscopia de alta resolucién por angulo magico (HR-MAS)

Espectroscopia de masas (MS): ( Watson y cols., 2007; Wilson y cols.,
2007)cuando hablamos de analisis metabolomico por espectroscopia de masas,
realmente nos estamos refiriendo a la combinacién de la espectroscopia de
masas con técnicas de separacién como son la cromatografia de gases (GC) o
cromatografia liquida (LC). Las técnicas de GC-MS y LC-MS permiten analizar
una gran cantidad de metabolitos a sensibilidades muy superiores a las de la
RMN vy, ademas, eligiendo el método de separacion adecuado, se consigue una
gran selectividad, proporcionando una comprensién mayor del metaboloma.
GC-MS es util para metabolitos volatiles o aquellos que se hacen volatiles por
derivacion quimica como aminoacidos, acidos grasos y otros acidos organicos,
mientras que la LC-MS es mas util para el analisis de metabolitos no volatiles
como los compuestos fosforilados (Wen T'y cols., 2013). Dentro de esta tltima
esta la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o la cromatografia
liquida de ultra-alta resoluciéon (UPLC). El uso de HPLC-MS en estudios

metabolomicos ha experimentado un gran desarrollo en los ultimos afios
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frente a otras técnicas como la cromatografia gaseosa, al requerir una

preparaciéon menos compleja de muestras.

VentaJas Inconvenientes

* Alta sensibilidad y selectividad en cualquiera de sus  * La sensibilidad depende de la eficiencia de
métodos utilizados. la ionizacion.

¢ Adecuado para la obtencion de huellas y perfiles *Mas eficaz cuando se acopla a técnicas de
metabolémicos. se paracion.

* Medidas seguras de masa/carga ideales para la * Protocolo de preparacién de muestras
identificacion de metabolitos. mas labotiosos.

Tabla 8. Ventajas e inconvenientes de la MS para su uso en metabolémica

1.3.2.2. Analisis de datos

Los métodos quimiométricos o de reconocimiento de patrones nos permiten extraer
la informacion relevante de la compleja matriz de datos metabodlicos. Estos métodos

podemos dividirlos en dos vertientes:

e métodos no-supervisados : se encargan de reducir la complejidad de una
manera robusta, produciendo representaciones graficas facilmente

interpretables, destacan diversas técnicas como

-el Analisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA),
-el Analisis Lineal Discriminante (LDA)

-el Analisis por Vecinos Cercanos (KNN)

- las redes neuronales ( Venables y cols., 2008)

e M:étodos supervisados. En estos, un conjunto de muestras de clase conocida
son utilizadas para construir y entrenar un modelo matematico que sera
evaluado con un conjunto independiente de muestras. Entre los métodos no

supervisados destaca el Analisis de Componentes Principales (PCA)
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1.3.3. METABOLOMICA Y CANCER
La metabolémica aplicada al cancer permite tener una representaciéon molecular del
fenotipo tumoral porque no sélo es util para el diagnostico o el pronédstico sino para
identificar subgrupos metabdlicos que pueden ser relevantes desde un punto de vista
clinico. De hecho, se ha definido unmetaboloma del cancer entendido como un
conjunto completo de moléculas de bajo peso molecular (<1500 Da) que son
especificos de este tipo celular (Aboud y cols., 2013). No obstante, las limitaciones en
los grupos de estudio y los diferentes disefios de estudio aplicados hace dificil tener

conclusiones.

Las células tumorales adaptan su metabolismo a la nueva situacion de proliferacion lo
que hace que sufran alteraciones metabolicas que se traducen en la sintesis de nuevos
metabolitos o en el incremento o disminucién de metabolitos ya existentes. En
general, su acelerada division y la necesidad de sintetizar grandes cantidades de
moléculas obliga a una elevada captacion de glucosa y un incremento de la glicélisis
aerébica. Este hecho es de gran relevancia, ya que a diferencia de otros marcadores,
los metabolitos muestran un comportamiento muy dinamico, en el que la
monitorizacién puede ser clave para determinar su valor prondstico (Turano y cols.,

2014).

No obstante, son elementos muy sensibles a factores externos como la dieta,
actividad fisica, ritmo circadiano, incluso al tiempo de extraccién y tiempo entre
recogida y congelado, tratamiento posterior y método de analisis, lo que explica la
gran variabilidad observada para un mismo biomarcador en diferentes estudios

(Farshidfar y cols., 2016; 2018)

1.4.  ANALISIS GENOMICO

1.4.1. DEFINICION

El interés suscitado en la biomedicina por comprender y poder anticipar los cambios

en los fenotipos de una enfermedad, ha contribuido en los dltimos afios, al desarrollo
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de instrumentos de deteccion analitica que se caracterizan por su habilidad para
identificar y/o cuantificar miles de moléculas bioldgicas, abriendo, asi, la posibilidad
de obtener la informacién de todo el genoma de un individuo en un corto periodo de
tiempo. Sin embargo, si nos conformasemos s6lo con este tipo de analisis, inicamente
se nos permitirfa entender las enfermedades de caracter genético. Esto ha obligado a
que las investigaciones biomédicas hayan seguido descendiendo en la cascada de
informacién (genémica — transcriptbmica — proteémica — metabonémica —
tenotipo) con el fin de poder anticiparse a todas las causas de una enfermedad. De tal
forma, se ha posibilitado la oportunidad de conseguir una cantidad significante de
informacion en lo concerniente a las proteinas y metabolitos que se pueden hallar en
los tejidos o en los biofluidos. Este conocimiento nos proporciona las bases para el
entendimiento y asimilamiento de los mecanismos que subyacen en gran cantidad de

patologias, enfermedades y otro tipo de alteraciones.

De tal forma, el termino “Omicas”, es un neologismo que hace referencia a una vision
holistica del conjunto de moléculas en la biologia. La genémica es un campo de la
biologia molecular. Un genoma es un conjunto completo de ADN dentro de una sola
célula de un organismo, y como tal, la genémica se enfoca en la estructura, funcién,
evoluciéon y mapeo de los genomas. La genémica tiene como objetivo la
caracterizacion colectiva y la cuantificacion de los genes, que dirigen la produccion de

proteinas con la ayuda de enzimas y moléculas mensajeras.

La genémica también implica la secuenciacion y el andlisis de genomas. Los avances
en la genémica han desencadenado una revolucion en la investigacién basada en el
descubrimiento para comprender incluso los sistemas biologicos mas complejos en la
actualidad, En contraste con la genética, que se refiere al estudio de los genes
individuales y sus roles en la herencia, la genémica utiliza la secuenciaciéon de ADN
de alto rendimiento y la bioinformatica para ensamblar y analizar la funcién y la
estructura de genomas completos. Para abordar distintos problemas bioldgicos las
ciencias gendmicas se subdividen en distintas areas de conocimiento: gendmica

funcional, genémica estructural y genémica comparativa.
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1.4.2. ANALISIS GENOMICO Y CANCER
EL estudio de los genomas del cancer ha revelado anomalfas en los genes que
impulsan la formacién y el crecimiento de muchos tipos de cancer. Este conocimiento
ha mejorado nuestro entendimiento de la biologia del cancer y nos ha llevado a nuevos

métodos de diagnosticar y tratar la enfermedad.

El descubrimiento de cambios genéticos y epigenéticos en los tumores ha permitido
el desarrollo de terapias que se dirigen a estos cambios asi como de examenes de
diagnéstico que identifican a pacientes que pueden beneficiarse con estas terapias. A
modo de ejemplo el conocimiento de una mutacion especifica en el gen BRAF en
pacientes con CCR ha dado lugat al uso de farmacos dirigidos contra esa mutacion
con impacto en la supervivencia de los pacientes. (Li y cols; 2020) En la tltima década,
diferentes estudios han revelado semejanzas genéticas en diferentes tipos de tumores.;
por ejemplo, las mutaciones en el gen HERZ2 (distintas de las amplificaciones de este
gen,) se han encontrado en algunos canceres como el cancer de mama, vejiga ,
pancreas y ovario. (Alkhezayem y cols; 2020) También se ha investigado que un cierto
tipo de cancer, como el de mama, pulmoén o gastrico puede tener varios subtipos
moleculares con diferente perfil gendmico que le confiere distinto prondstico y un
tratamiento especifico para cada subtipo tumoral. (Zelli y cols.; 2020). Los resultados
de estos proyectos ilustran el panorama diverso de alteraciones genéticas en el cancer
y proporcionan un fundamento para entender la base molecular de este grupo de

enfermedades.

Aunque se han identificado un gran nimero de alteraciones genéticas que impulsan
la formacion y el crecimiento de muchos tipos de cancer, no se han caracterizado con
profundidad algunos tipos de tumores. Se podrian usar nuevas tecnologias y
conocimientos obtenidos de estudios genémicos previos para definir el conjunto
completo de mutaciones y otras alteraciones del ADN y el ARN en muchos canceres.
Estudios que comparan la informacién genémica de tumores y de tejido normal del
mismo paciente nos permiten descubrir cambios gendémicos relacionados con el
cancer. Otra oportunidad es extender el uso actual de los métodos genémicos para
investigar la base molecular de fenotipos clinicos. Este método podria ayudar a

identificar los cambios genéticos que pueden distinguir a los canceres mas agresivos
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de los de crecimiento lento, por ejemplo. Métodos semejantes podrian usarse para el

estudio de mecanismos de resistencia a tratamiento.

La riqueza de datos que emergen de los estudios del genoma de cancer se integraran
cada vez mas con las caracteristicas clinicas del paciente y estos resultados integrados
podrian usarse para el diagnéstico y tratamiento del cancer, asi como para mejorar los
métodos de screening. Las herramientas genomicas seran también esenciales para

analizar resultados de estudios clinicos de medicina de precision.

Existen aun retos en la investigacién de la gendémica de cancer: un analisis completo
de los genomas del cancer ha revelado mucha diversidad en las anomalias genéticas
entre los canceres de un solo tipo. Mas aun, las alteraciones genéticas recurrentes
dentro de esos canceres estan incluidas en solo un pequefio porcentaje de casos. La
identificacion de los cambios genéticos que inician la formaciéon de cancer y el
descubrimiento de alteraciones genéticas raras que impulsan los canceres son, por lo
tanto, un reto para la investigaciéon en este campo. Otro reto es la adquisicion de
muestras biologicas de alta calidad necesarias para estudios genémicos, en particular
para tipos de tumores que son poco comunes o raros, o los que no son tratados
principalmente con cirugfa. La preparaciéon de estirpes celulares y de modelos
animales que captan la diversidad del cancer humano es una necesidad insatisfecha.
Los modelos de subtipos raros de cancer pueden no existir o tener muy poca
representacion, y no hay modelos para muchas lesiones genéticas recurrentes en el

cancer humano.

El manejo y analisis de grandes cantidades de datos que comprenden los estudios
genémicos son desafios adicionales para este campo. Esta area de investigacion
requiere una eficiente infraestructura de bioinformatica e implica cada vez mas

contribuciones de datos y pericia de equipos interdisciplinarios.

1.4.3. ANALISIS GENOMICO EN ONCOLOGIA. TECNOLOGIA.
Las primeras técnicas que se emplearon para analizar alteraciones genéticas en
muestras tumorales fueron metodologias que podemos calificar de «dirigidas». Estas

técnicas, que se siguen empleando de forma generaliz
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ada en la rutina clinica, se caracterizan por detectar alteraciones en un solo gen o
proteina (o en un nimero muy limitado). (Lyman y cols.; 2016, Sheikine y cols.; 2017,)
Estan incluidas en estas técnicas dirigidas:

- La hibridacién fluorescente in situ (FISH)

-La inmunohistoquimica I1HQ)

-La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): la primera técnica que se uti-
liz6 en los laboratorios clinicos fue la PCR, seguida de la visualizacién de bandas en
gel de agarosa y la secuenciaciéon de Sanger que permite determinar la secuencia
completa de amplicones seleccionados. Mas adelante se desarroll6 la PCR a tiempo
real o cuantitativa (Q-PCR), que incorpora sondas especificas para mutaciones se-
leccionadas, que emiten fluorescencia cuando la mutacién esta presente en la
muestra.(Rosell y cols. ; 2009) Las modificaciones de la Q-PCR que permiten ganar
sensibilidad son el enriquecimiento mediante acidos nucleicos peptidicos y acidos
nucleicos bloqueados, el sistema de mutacién refractario a la amplificaciéon (ARMS) o
el Scorpion-ARMS .(Molina y cols.; 2008 ) La PCR también se puede utilizar para el
analisis de ARN, pero en este caso se debe llevar a cabo primero un paso de RT para
convertirlo en ADN copia; por ello, se habla de RT-PCR. (Gonzalez Cao y cols,;
2015). Esta técnica y otras derivadas, como la RT-PCR cuantitativa, se utilizan para la
determinacién de los niveles de expresion de genes de interés y para el analisis de
transcritos de fusion o variantes de sp/icing alternativo de relevancia clinica, a partir de

ARN purificado de tejido tumoral o biopsias liquidas

Tipo de técnica Permite la deteccion de  Muestras utilizadas Ejemplos

Técnicas
dirigidas
FISH Alteraciones biopsias incluidas en —
cromosémicas parafina
THQ =
Expresion de proteinas biopsias incluidas en PCR + secuenciacién
Basadas en la PCR Mutaciones parafina Sanger PCR a tiempo
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ADN purificado a partir  real  (Q-PCR) PCR
de biopsias, citologias, digital
biopsias liquidas
RT-PCR Genes de fusion, variantes
de splicing alternativo, ARN purificado a partit  RT-PCR 4
expresion génica de biopsias, citologias, secuenciacién Sanger
biopsias liquidas Q-RT-PCR
Técnicas
multiplexadas
NGS Mutaciones, genes de ADN purificado a partir  llumina®
fusién, amplificaciones de biopsias, citologfas, IonTorrentTM
biopsias liquidas GeneReader®
nCounter®

Niveles de expresion, ARN purificado a partir -

genes de fusion, variantes de biopsias, citologfas,

de splicing alternativo biopsias liquidas

Tabla 9 Tecnicas usadas en oncologfa para determinar marcadores con relevancia clinica

Las técnicas «dirigidas» tienen ventajas, como su coste, normalmente bajo, la relativa
facilidad de realizacion y un tiempo corto hasta la entrega de los resultados. Sin
embargo, puesto que solo detectan alteraciones concretas, a menudo hay que emplear
de forma secuencial multiples técnicas para el analisis de una sola muestra, lo cual
cleva de forma notable las necesidades de muestra tumoral, el coste total y el tiempo

de analisis.

Para superar estas limitaciones, en los ultimos afios se han desarrollado técnicas
multiplexadas, que detectan simultineamente alteraciones en varios genes con el
consiguiente ahorro de material tumoral, tiempo y coste econémico. (tabla 9)
(Heuckmann y cols.; 2015; Gao y cols.; 2016; Reguarty cols.; 2017). La secuenciacion
de nueva generaciéon (NGS) o de alto rendimiento es una técnica multiplexada que
engloba una serie de metodologias de secuenciacion desarrolladas en los ultimos afios.
Tienen en comun que realizan en paralelo la amplificaciéon de cientos o miles de
fragmentos a partir de una muestra de ADN purificado, para producir una «biblioteca»

de amplicones que luego se secuencian, también en paralelo. Finalmente, los millones
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de secuencias asi producidas se alinean entre s{ y con un genoma de referencia para
identificar las mutaciones. En muchos casos, la NGS permite también identificar

genes de fusion, amplificaciones y otras variaciones en el nimero de copias

1.5. BIOMARCADORES EN CANCER

1.5.1. DEFINICION Y GENERALIDADES

Los biomarcadores tumorales entendidos como una entidad biolégica que puede ser
determinada en medios organicos derivados de pacientes con cancer, incluyen la
determinacién de moléculas en cualquier liquido o tejido corporal o en el propio
tumor, estos marcadores pueden evaluar el seguimiento de enfermedad mediante
monitorizacién de sus niveles, diagnosticar la enfermedad (lo que incluye los métodos
de screening poblacional) o determinar su prondstico o las actuaciones terapéuticas
que deben llevarse a cabo (Chand y cols., 2018 ). Aunque los screening para deteccion
precoz de CCR ayudan a detectar la enfermedad, sigue siendo necesario encontrar un
biomarcador especifico y sensible, que sea seguro y de facil aplicacion clinica (Marmol

y cols., 2017).

1.5.2. BIOMARCADORES EN CCR

1.5.2.1. Béomarcadores basados en Acido Ribonucleico (ARN)
1.5.2.1.1. RNA mensajero (ARNm) como marcador en CCR.

El ARNm, que transfiere la informacién desde el ADN para la sintesis de productos
proteicos, se ha explorado como fuente de biomarcadores en multitud de estudios
dificiles de comparar por su variacion tanto en los grupos control, en el disefio, en la
localizacién del biomarcador y en la busqueda de marcadores en diferentes fases de
evolucion de la patologia. Asi, la ciclina E, p27kipl y ki-67, se han propuesto por Li
y cols. (2016) en wun estudio retrospectivo por presentar sensibilidades vy
especificidades de alrededor del 80% , aunque la deteccién se realizé en el tejido y
no en sangre. Por otra parte, el analisis de los niveles de ARNm de SALL4 en 72

muestras de sangre y suero de pacientes con CCR sin tratamiento mostrd una
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correlacién significativa con la profundidad de la infiltracion y la diferenciacion
tumoral y una sensibilidad y especificidad para la detecciéon de CCR de 96 y 95%,
respectivamente, segun el analisis ROC (Ardalan y cols., 2015). Ademas, el ARNm de
Tetraspanina 8 (TSPANS) se ha determinado en sangre completa de pacientes con
CCR que muestran un area bajo la curva (AUC) de 0.751 con una sensibilidad del
83.6% y una especificidad del 58.2% para diferenciar a los pacientes de donantes sanos
(Rodia y cols., 2016). Recientemente, esta proteina de membrana TSPANS que
promueve la angiogénesis, entre otras funciones, se ha propuesto como un objetivo

potencial para la radioinmunoterapia en CCR (Maisonial-Besset y cols., 2017).

Diferentes mRNA de moléculas relacionas con el proceso de la angiogénesis también
han sido estudiados como biomarcadores en CCR. La sobreexpresion de PTGS2 ha
sido también propuesta como marcador de CCR, pero los estudios hasta la fecha se
han centrado en el tejido tumoral (Shuji y cols., 2008) estando pendiente su deteccion
en sangre. Recientemente, esta asociacion se ha corroborado en un estudio
prospectiva con una cohorte mas amplia en la que, ademas se ha demostrado, que la
expresion de miR21 empeora la respuesta clinica de los pacientes (Mima y cols, 2016).
Por otra parte, El perfil de expresion de ARNm de GUCY2C en tejido ayuda a la
estadificacion de tumores colorrectales primarios y puede indicar metastasis ocultas
(Aka y cols 2017). En un importante estudio prospectivo multicéntrico cegado
realizado por Waldman y cols. (2009) que incluyé a 257 pacientes, la RT-PCR
(reaccion de polimerasa en cadena con transcriptasa inversa) del ARNm de GUCY2C
permitié detectar metastasis ocultas en pacientes considerados en estadio II por

técnicas histopatologicas tradicionales.

Marshall y cols. (2010) propusieron siete ARNm presentes en sangre (anexina A3,
Familia de dominio de lectina tipo C 4 (Miembro D), Lamin B1, Proline Rich Gla,
Factor de necrosis tumoral, Vanina 1 e Interleucina 2 Receptor Beta) como un set
para la deteccion de CCR. La determinacion de la expresion de ARNm de TSPANS,
lectina galactosida soluble 4 (LGALS4) y colageno tipo I de la cadena alfa 2 (COL1A2)
en sangre tubo éxito para detectar pacientes con CCR con una especificidad de
67.16% y 92.54% sensibilidad .Curiosamente, la reciente inclusién de un nuevo gen

en este panel de biomarcadores, la molécula de adhesion celular relacionada con el
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antigeno 6 (CEACAM), mejoré el rendimiento de manera que el panel de 4 genes
(LGALS4, CEACAMO6, TSPANS y COL1A2) obtuvieron un AUC de 0,88
(sensibilidad, 75%; especificidad, 87%) comparando sujetos normales y de alto riesgo
/ CCRyun AUC de 0,91 (sensibilidad, 79%; especificidad, 94%) comparando sujetos
normales con sujetos de bajo riesgo / CCR (Rodia y cols. , 2018). En un muy reciente
ensayo llevado a cabo por Shou y cols. (2019)  se propone la deteccion en sangre
de la expresion de un panel de seis genes (CEA, EpCAM, CK19, MUC1, EGFR y C-
Met) para la deteccion de CCR, obteniéndose una sensibilidad mayor que la de CEA
(82% versus 70%). Este novedoso ensayo de seis genes mejora la definicion del estado
de la enfermedad y se correlaciona con la supervivencia libre de progresion en el CCR

recidivante y por lo tanto es prometedor para futuras aplicaciones clinicas.

1.5.2.1.2. MicroRNA y CCR.

Los MicroRNA (miRNA), moléculas de ARN no codificantes de 19 a 23 nucleétidos,
intervienen sobre el ARN mensajero en la transduccién proteica para incrementar o
reducir su expresion. Este hecho, hacen que sean moléculas clave en los procesos de
proliferacion y la diferenciacion celular explicando y por tanto que sean de gran interés
en los procesos tumorales (Lizarbe y cols., 2017; Ding L, y cols., 2018; Tume y cols.,
20106). Presentan como gran ventaja, su estabilidad tanto a a cambios de pH como de
temperatura y su posible determinacién mediante técnicas no invasivas como son un
simple analisis sanguineo (Thomas y cols., 2015; Ren y cols., 2015). Estos
biomarcadores no sélo han sido estudios con fines diagndsticos, sino como posibles
indicadores del pronéstico de la enfermedad en respuesta al tratamiento. Aunque son
muchos los miRNA analizados en CCR, pasamos a destacar algunos de los mas

relevantes. (figura 11y 12)
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Figura 11. Esquema sobre la formacién y funcién de los mictoARN a nivel
nicleo celular.  Los mictoARNs son transcritos por la polimerasa 11 en
transctiptos primarios (pri-miARNSs) los cuales son fragmentados por la enzima
Drosha. Este proceso lleva a la formacion del precursor en forma tallo-asa (pre-
microARNSs). La exportina 5 transporta los pre-ARNs del nicleo al citoplasma,
donde la ribonucleasa Dicer los procesa en dobles mictoARNS, concluyendo la
maduracién de los mictoARNs. Una de las dos cadenas (mictoARNs maduros)
es incorporada en el complejo silenciador inducido por ARN (RISC), y se une al
extremo 3°-UTR del ARN objetivo, resultando en su degradacion o supresion.
(Hernandez R et al. 2018. miRNAs: characteristics and biogenesis. Recuperado

de BMB Rep. 2018; 51(11):563-571)

El miR-21, el miARN mas ampliamente estudiado en CCR, ha demostrado una
especificidad de un 85% y una sensibilidad de un 64% como biomarcador de
diagnéstico precoz en este tipo de tumor Peng y cols. (2017). Su expresiéon también
se ha relacionado con la resistencia al uso de 5-FU, a través de la modulacion de la
proteina Sprouty2 que aumenta la toxicidad del citostatico (Lin y cols., 2017) y con la

respuesta a la quimioterapia (T'sukamoto y cols., 2017; Feng y cols. 2012).
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Otros dos miRNA intensamente investigados en CCR han sido miR-143 y miR-145.
El primero, posee una funciéon supresora tumoral por lo que la reducciéon de la
expresion en células tumorales favorece la proliferacion celular (Yan y cols. 2015)
habiendo sido detectados niveles muy bajos en pacientes metastasicos. Ademas,
algunos autores lo han relacionado con la actividad del oxaliplatino en el tratamiento
(Qian y cols 2013). El segundo, miR-145, considerado otro supresor tumoral, se ha
observado aumentado en tejido neoplasico postratamiento por lo que ha sido
propuesto como biomarcador pronéstico (Drebber y cols, 2011). En sangre, este
miRNA ha sido analizado junto a los niveles de PVT1, considerado un oncogen,

demostrandose una relacién inversamente proporcional entre ambos.

El miR-31, considerado como un oncogen que puede activarse por diferentes
mutaciones, se ha asociado con la mutacién del gen BRAF y el desarrollo
adenocarcinoma de colon (Nosho y cols., 2014). Esta molécula se ha propuesto como
biomarcador diagnéstico en CCR e incluso como posible diana terapedtica,
habiéndose desarrollado estrategias con farmacos antimiR-31 que han conseguido una

mejora de la SG de los pacientes afectos de la enfermedad (Tateishi y cols. 2015; )

Por otra parte, moléculas como miR-100A y Let-7A también han sido investigadas en
CCR. Algunos estudios determinan que los niveles elevados de miR-106A son
capaces de silenciar genes supresores de tumores (como el gen retinoblastoma), lo que
podria estar relacionado con la apariciéon de CCR  y que podrian inactivar ciertas

fosfatasas (DUSP2) modulando la del agente 5-FU (Hao y cols. 2017).

Recientemente, Sabry y cols. (2019) analizan la relevancia de miR-210, miR-21, miR-
126 como biomarcadores de CCR debido a su papel en la via de senalizacion HIF-1o-
VEGF vy su esencial papel en el proceso de neoangiogénesis. Sus resultados
demostraron que tanto la sobre regulacion de miR-210 como la de miR-21 estuvieron
asociados con un posible papel diagnéstico de CCR con una sensibilidad y
especificidad del 88.6%/90.1% y 91.4%/95.0% respectivamente. Ademis, la
presencia de otros miRNAs como miR-141, miR-200b y miR-200c se
correlacionaron con la presencia de metastasis hepaticas y los altos niveles de suero

miR-203 se asociaron con una menor supervivencia.
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Figura 12 Esquema de las interacciones del miRNA en el cancer de
colon. MACC1, metistasis asociado con cancer de colon-1; EfK5,
kinasa extracelular 5; TGFBIIR, factor de crecimiento- § tipo-11;
PIK3CA, fosfatidilinositol-4,5-bifosfatasa kinasa-3 subunidad
catalitica alfa; y PTEN, fosfatasa y tensina homdlogas (Hernandez R
et al. 2018. Interactions of the miRNAs downregulated in the
colorectal cancer with the intracellular signaling networks.

Recuperado de BMB Rep. 2018; 51(11):563-571).

1.5.2.1.3. .os ARNs no codificantes larcos (LncRNA) v CCR.

LncRNAs son ARNs que desempefian funciones en la regulacién de la transcripcion

génica, la postranscripcion, la traduccion y la modificacion epigenética. La alteracion

en su expresion o la disfuncién de IncRNA se ha correlacionado con diversas

patologia incluyendo el cancer. Ming-Chun y cols 2019). Asi, determinados IncRNA

se sabe que interviene en en el control de la proliferaciéon celular, la apoptosis, la

migracién, la capacidad de invasion durante el desarrollo del cancer. Estudios

recientes han demostrado que los IncRNA también pueden participar en el desarrollo

de las metastasis tumorales, asi como en la remodelacion del microambiente tumoral

(Jiang y cols 2014).
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Los patrones de expresion de IncRNA, ya sea en tejidos o en circulacion, tienen gran
potencial como marcadores de diagnéstico de CCR de aplicacion clinica. Tanaka y
cols (2001) demostraron que el IncRNA “QT intronic transcript-1” (LIT1 /
KCNQ1OT1) se detectd en el tejido de CCR siendo negativo en los tejidos
peritumorales. Pedersen y cols (2014) también informaron de la hipermetilaciéon del
IncRNA denominado adenocarcinoma colorrectal hipermetilado (CAHM) en el 81%
de los adenomas y 71% de los CCR mientras que tan sélo en un 8% de los controles
(tejido normal) aparecié hipometilado. Ademas, este marcador también pudo ser
detectado en el plasma del 55% del CCR analizados en comparacioén con el 4% de los
adenomas y el 7% de los sujetos sin neoplasia. CRNDE47, es otro IncRNA
potencialmente diagnéstico, habiendo sido detectado en niveles elevados en el 90%
de los tejidos de adenomas y adenocarcinomas colorrectales. Su presencia en sangre
ha demostrado una sensibilidad y especificidad del 87% y 93% (Graham y cols. 2011).
Recientemente, los IncRNA de sangre periférica circulante se han propuesto como

una prueba minimamente invasiva para el diagnéstico de CCR (Galamb et al., 2019).

1.5.2.2. ADN como biomarcador de CCR. Marcadores epigenéticos.

Otro acido nucleico, el ADN, también ha sido propuesto como biomarcador en CCR.
Su presencia libre en la sangre tras los procesos de apoptosis celular o su deteccion
en células vivas circulantes ha demostrado ser una potente herramienta para la
deteccion del adenocarcinoma de colon. ILas mutaciones genéticas y las
modificaciones epigenéticas del ADN en sangre son analizadas con el fin de

conseguir un diagnoéstico mas precoz de la enfremedad ( Hauptman y cols. 2017).

Los genes APC, KRAS y BRAF han sido los mas ampliamente estudiados como
biomarcadores de CCR. En el gen supresor de tumores APC se han descrito hasta
tres polimorfismos considerados relevantes para CCR (D1822V, E1317Q), 11307K).
Algunos autores detectan hasta en un 90% de pacientes con CC, una mutacién de
este gen, lo que apoya su caracter diagnostico (Gelsomino y cols., 2016). Sin
embargo, su mutacion también ha sido relacionada con la sensibilidad o resistencia
de las células tumorales a determinados farmacos (inhibidores de la enzima tankirasa)

(Tanaka y cols. 2017). Por otra parte, las mutaciones en el gen KRAS, unas de las
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mas estudiadas en CCR, permite una activacion mantenida de la importante via para
el control de proliferacion y diferenciacion celular, la via EGFR, siendo especialmente
relevante que este efecto ha sido detectado en las fases iniciales del proceso de
tumorogénesis. Asi, Lu y cols. 2017) describen K-RAS como un biomarcador de
diagnéstico pretumoral especialmente en pacientes con lesiones benignas. No
obstante, también se le ha otorgado un valor pronéstico en relacion a la respuesta al
tratamiento o al desarrollo de metastasis o recidivas. Por ultimo, las mutaciones en
el gen BRAF, menos frecuentes (Coppede y cols., 2014), parecen tener un especial
valor como marcador prondstico de la enfermedad. Asi, la mutacion V60OE esta
relacionada con un pronéstico mas desfavorable (Nakaji y cols., 2017) y se ha
propuesto como un método para clasificar distintos subtipos moleculares (Barras y

cols., 2017) independientes de la clasificacién actual.

Por otra parte, la IMS, repeticiones de 1-6 bases diseminadas por todo el genoma, es
ampliamente conocida como marcador de CCR. Estas secuencias, especialmente
susceptibles a errores durante el emparejamiento del ADN, presentan inserciones o
delecciones denominas IMS. En 1998 se acordé un panel de 5 marcadores
microsatélites (tabla 10) y los criterios para definir la inestabilidad de forma que la
inestabilidad en 2 o mas marcadores se considera una IMS alta y es baja si s6lo aparece
en un marcador. BAT 25 Y BAT 26 son mononucleétidos y D25123, D58346,
D178250 dinucleétidos de forma que los mononucleétidos sélo presentan
delecciones, mientras que los dinucleétidos presentan inserciones o delecciones.
Debemos destacar el papel de BAT-26, ya que su deteccion en mas del 95% de los
pacientes con IMS, indica su relevante funcién como biomarcador diagnéstico tanto
en estadios precoces como avanzados de la enfermedad Goel y cols; 2018). Su analisis
se plantea en la poblacién de alto riesgo con familiares de primer grado afectos por
esta enfermedad. La muestra es de sangre ya que se obtienen mejores resultados en

cuanto a sensibilidad y especificida.
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Tabla 10 Marcadores microsatélites

BAT-25 Mononucleétido 4q12

BAT-26 Mononucleétido 2plo

D2S123 Dinucle6tido 2p21-2p16
D5S346 Dinucle6tido 5q21-5q22
D178250 Dinucle6tido 17q11,2-17q12

La modulacién en la metilaciéon de los genes, lo que se denomina marcadores
epigenéticos, también estan siendo estudiados con gran interés en CCR dado que
se han relacionado con el propio proceso de transicion desde una mucosa normal a
un mucosa neoplasica (Coppede y cols., 2014). Esta tecnologia posee la ventaja de
poder realizarse en sangre o incluso en heces por lo que se presenta como un posible
sustituto de los test actuales de sangre oculta en heces (Kadiyska y cols., 2015; Pack

y cols., 2013; Hashimoto y cols 2016)

Los estudios sobre el gen Septicina 9 son los mas avanzados. La sensibilidad de este
gen para detectar CCR se ha situado en un 65% (Li Dong y cols., 2018) aunque
algunos estudios la sitdan en un 90% (Warren y cols. 2011; Yan vy cols., 2016). En
cualquier caso, septicina 9 se presenta como un marcador que serd necesario
considerar para el desarrollo de screening de CCR (Zhang y cols., 2017). Aunque
otros biomarcadores epigenéticos como SFRP2 y vimentina han sido testados en
muestras de heces, los resultados son muy preliminares. Diferentes estudios sobre la
vimentina demuestran una enorme variabilidad en cuanto a sus resultados, siendo
otro de los biomarcadores con implicaciones en el diagnéstico de CCR. Asi, se
describe una sensibilidad para estadios I-I1II de CCR de un 97% mientras que otros
autores la sitia en un 57% en estadios tempranos, disminuyendo en estadios

avanzados (Wang y cols., 2014; Shirahata y cols., 2014).
SFRP2, ha mostrado una sensibilidad en CCR de un 67%-88% con variaciones

dependiendo del tipo de muestra en el que se analiza. Sin embargo, los estudios sobre

adenomas benignos parecen demostrar su alta sensibilidad para diferenciarlo de una
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patologia maligna (Park y cols. 2016). Su utilidad como factor prondstico y predictivo

esta por demostrar (Wang y cols. 2014).

En general, la reproducibilidad de los resultados con un marcador han sido
problematicos por lo que se han combinado multiples genes metilados en paneles. Asi
se ha conseguido una alta deteccion de CRC combinando la metilacién de BMP3 y

NDRGH4 o vimentina y SFRP2  genes, pero estos resultados deben ser corroborados

(Liu y cols., 2019; Xiao y cols., 2014)

1.5.2 3. Metabolitos como marcadorves en CCR

Desde hace tiempo, se han intentado caracterizar los cambios metabdlicos asociados

con el CCR (Ma et al, 2012; Mal y cols., 2012; Nishiumi y cols., 2012).

En CCR, se ha estudiado la presencia de aminoacidos en sangre y nucleésidos en orina
como marcadores de la enfermedad sin resultados concluyentes (Erben y cols., 2018).
Algunos metabolitos concretos como el acido betahidroxibutirato, la cistamina y el
acido aspartico han sido propuestos para el diagnéstico de CCR por poseer una
sensibilidad mas alta que el mostrado por los clasicos marcadores CEA o CA-19.9
(Manne y cols., 2017). Panel de metabolitos (como la asociacion de piruvato, acido
glicolico, triptéfano, acido fumarico, ornitina, acido palmitoleico, lisina y acido 3-
hidroxiisovalerico) presentan una sensibilidad entre el 70-90% para la deteccion de
CCR (Nishiumi y cols., 2017). Otros autores, apuestan por determinacion de la
oxidacién de acidos grasos para identificar precozmente un adenocarcinoma de colon
(Zhang y cols., 2014). La mayoria de los metabolitos son detectados en sangre, pero
cada vez hay mas estudios que emplean las heces y o 1a orina (Farshidfar y cols. 2018)
aunque estos ultimos parecen ser lo mas afectados por el ritmo circadiano, la dieta y
el tiempo de la recogida. En cualquier caso, y aunque muchos metabolitos poseen una
sensibilidad y especificidad superiores al 90% para la detecciéon de CCR (Lin y cols.,
2016; Crotti et al., 2016), los problemas de costo y complejidad hacen en la actualidad

complejo introducirlos en la practica clinica habitual.
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Por dltimo, algunos de los metabolitos utilizados para detectar tumores malignos
son compuestos organicos volatiles (VOC-s) que estan presentes en la fase gaseosa
de varios materiales biologicos excretados incluido el CCR (Di Lena y cols., 2016).
No obstante, las dificultades técnicas limitan el uso generalizado del analisis de VOC
en el entorno clinico, a pesar de los exitos que se han conseguido en relaciéon al
diagnéstico de la enfermedad. No obstante, recientes resultados publicados por
Zonta y cols. (2019) detectando metabolitos VOCs derivados del proceso de
peroxidaciéon de membrana y alteraciones metabdlicas de las células tumorales,
demuestran una sensibilidad para reconocer el CCR y los adenomas de alto riesgo

superior a la de las pruebas de sangre oculta en heces y la colonoscopia.

1.5.2.4. Biomarcadores basados en proteinas ctrculantes

A pesar de la intensa investigacion en relacién a nuevas proteinas marcadoras de CCR,
en la actualidad CEA y CA-19-9 siguen siendo las mas utilizadas y los tnicos con
cierta eficacia para el seguimiento de CCR (Lech y cols. 2016). No obstante, su baja
sensibilidad y especificidad, especialmente la de CA 19-9 las hacen inapropiadas para
ser usadas como prueba diagndstica o para su aplicacién en screening. En este
contexto, son muchas las proteinas bajo evaluacién clinica para determinar su eficacia.
Asi, la  Ciclooxigenasa-2 (Cox-2) aparece elevada entre un 70-90% de CCR. Tupa
y cols. (2019), concluyen la asociacién de este biomarcador con estadios avanzados
del CCR corroborando el papel de Cox-2 en la angiogénesis, invasiéon y metastasis
tumoral. Ademas, Cox-2 se ha postulado como posible biomarcador predictivo o
pronostico de la enfermedad (Das y cols., 2017). Ciertas citoquinas, entre las que
destaca la CXCL 1,2,3,6,8,10 se han postulado como nuevos marcadores de CCR
dada su elevada expresion en estos pacientes (Heras y cols. 2018), en los que se ha
relacionado con un mal pronéstico de la enfermedad. También la Integrina alpha
E (ITGAE) ha sido utilizada como biomarcador pronéstico habiéndose relacionado
con una mayor supervivencia al ser un indicador de la presencia de linfocitos CD8
activos frente al tejido tumoral (Hu y cols. 2018). Dentro de este tipo de moléculas,
los recientes estudios realizados por Bengs y cols., 2019, revelan que la determinacion

en suero de la integrina 6 puede ser un nuevo marcador tumoral para CCR.
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Como marcadores de la evoluciéon de la enfermedad se han postulado la
osteoprotegerina y la ezrina. La primera, fue seleccionada de un ensayo que incluy6
a 92 proteinas en plasma como un posible marcador en CCR en estadio II y III.
(Birgisson y cols. 2018). La segunda, es una protefna que actia en el citoesqueleto, y
que aparece aumentada en el CCR cuando aumenta su agresividad y empeora su

prondstico (Fathi et al., 2017).

Por otra parte, la proteina SATB2 ha sido detectada mediante inmunohistoquimica
(IHQ) como marcador prondstico que se correlaciona con la presencia de metdstasis
hepaticas procedentes de CCR (Zhang y cols. 2018), siendo bastante selectivo de este
tipo de tumor y la proteina S100 A2, relacionada con el ciclo celular, ha sido
propuesto como biomarcador de mal prondstico y de mayor riesgo de recidiva al
haberse correlacionado con la expansion tumoral sobre todo en estadios 11 y 11T de
la enfermedad. Una alta sensibilidad y especificidad (98.7% y 94.8%, respectivamente)
se ha obtenido con la combinacién de la deteccion en sangre de las lectinas DCSIGN
y DC-SIGNR, aunque estos resultados no han sido validados en otros grupos de
pacientes con CCR (Jiang et al.,, 214). Finalmente, la proteina rica en cisteina
(uCYRG61), una proteina de la matriz celular, ha sido detectada en la orina de

pacientes con CCR donde se le ha dado un valor diagnéstico aunque no prondstico

(Shimura y cols. 2019).

1.5.2.5. Células tumorales circulantes( CTCs) y exosomas

Los niveles de CTCs estan muy correlacionados con la determinacion de ADN libre
tumoral y se ha propuesto como biomarcador para CCR. El conocimiento de la
presencia de subfamilias de células tumorales que viajan por la sangre y que pueden
anidar en diferentes tejidos para generar macrometastasis, ha llevado a intentar
detectarlas con el objetivo de predecir el desarrollo de dichas metastasis o de
monitorizar su evolucion. La biologia del proceso de expansion tumoral incluye una
continua liberaciéon de células al torrente sanguineo que en parte se eliminan, pero
que finalmente consiguen proliferar a distancia (Burz y cols. 2018). Diferentes

estudios han validado la teorfa que propone que los altos niveles de CTCs en sangre
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se correlacionan con un prondstico desfavorable y el aumento de metastasis a
distancia (T'sai y cols. 2016) Ademas, en estadios avanzados, parece ser un marcador
que permite establecer recomendaciones terapeuticas.. Asi, estudios en CCR tratados
con cetuximab o panitumumab demostraron como la monitorizaciéon de los cambios
moleculares de las células circulantes y especialmente la  aparicién de mutaciones

secundarias, se correlacioné con la supervivencia de los pacientes (Su y cols., 2018).

En pacientes con CCR tratados con Regorafenib (anti-angiogénico utilizado en CCR
metastasico), la combinacién andlisis de imagen y analisis de CTCs demostré mejorar
la monitorizacion de los pacientes y su pronostico (Khan y cols., 2018). En el estudio
MACRO se demostré que los niveles basales de CTCs no eran predictores de
respuesta a la quimioterapia, pero si las variaciones al 3er ciclo de tratamiento, tanto
para la SLP como para SG: la mediana de SG para pacientes con CTC <3 fue de 25m
vs 16 m para pacientes con CTC>3 (p=0,0095). (Sastre y cols.; 2012) Diferentes
estudios también investigan el papel de las CTCs para seleccién de tratamientos en
pacientes con CCRm. El estudio de (Krebs y cols.; 2015) identifica aquellos pacientes
con CTCs >3 que se benefician mas de un tratamiento intensivo. Recientemente se
han presentado los resultados de los estudios VISNU1 y VISNU 2 en los que se
explora el papel de las CTCs como factor de mal pronéstico y su utilidad para la
seleccion del tratamiento concluyendo que aquellos pacientes con CTCs>3 se
benefician de un tratamiento mas intensivo (Aranda y cols.; 2020) y que, en los
pacientes de bajo tiesgo segin las CTCs, la mutacion de BRAF y/o PIK3CA tiene un
impacto negativo en la SG y tendencia a peor SLP. (Sastre y cols.; 2021) Diferentes
estudios como el de Linuma y cols. (2011) y Bork y cols. (2015) ponen de relieve el
potencial factor pronostico de las CTCs analizadas de forma preoperatoria, aunque
con resultados contradictorios. La posibilidad de que este biomarcador pueda ser
usado como método de screening y /o que sustituya a la biopsia de tejido necesitara
de estudios mas amplios en relacion a su estandarizacién para su posible aplicacion

clinica.

Por ultimo, los exosomas, pequefias vesiculas envueltas por una bicapa lipidica que

estan implicados en la transferencia de miRNAs, mRNA y proteinas a una célula
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diana, son intercomunicadores extracelulares que parecen jugar un papel importante
en los procesos tumorales (Ruiz-l6pez y cols., 2018). En CCR, los exosomas
promocionan la la tumorogénesis, la angiogénesis y las metastasis hepaticas (Huang
y cols., 2016; Wang y cols. 2015). Ademas, pueden reorganizar la matriz extracelular
y alterar el nicho metastatico en donde generan un microambiente inmunosupresor al
dafar las células inmunitarias e inducir la apoptosis de las células T' (Yu y cols. 2015).
Algunos autores han destacado el papel de exosomas que contienen ciertos miARNs
con la respuesta a drogas e incluso con el desarrollo de quimiorresistencia (Zhou y
cols., 2017) pudiendo ser marcadores de respuesta a tratamiento. Asi, la deteccion de
exosomas circulantes con microARN 17-5p y 92a-3p parece relacionarse con un mal

prondstico en CCR (Fu y cols. 2018).
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Objetz'vos
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Identificar potenciales biomarcadores génicos de CCRm  relacionados con el
proceso de angiogénesis en muestras de suero y sangre de pacientes utilizando
PCR digital.

Determinar la  capacidad discriminativa de estos biomarcadores entre
pacientes con CCRm y casos control, incluyendo estudios individuales y
estudios de combinacion.

Determinar la correlacién de estos biomarcadores con los datos clinicos de
los pacientes incluyendo su posible vinculacién con la respuesta al tratamiento.
Identificar potenciales biomarcadores de CCRm mediante el uso de un
enfoque metabolémico no dirigido en muestras de suero de pacientes.
Determinar la  capacidad discriminativa de estos biomarcadores entre
pacientes con CCR vy casos control, tanto de forma individual como en

combinacién (“huella metabolémica”).
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Materz'al y métodos
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3.MATERIAL Y METODOS

3.1. POBLACION DE ESTUDIO

3.1.1. PACIENTES Y TOMA DE MUESTRA

En el estudio de RNA se incluyeron un total de 66 pacientes con CCRm y un grupo
de 47 controles sanos emparejados por edad y sexo que fueron obtenidos del
Biobanco del Sistema de Salud de Andalucia (Granada, Espafia).

El estudio de metabolémica incluyé 65 pacientes con CCRm (grupo CCR) y 60
controles sanos (grupo HC) que fueron obtenidos del Biobanco del Sistema Sanitario
Publico de Andalucia La media de edad fue de 59,9 anos en el grupo CCR (36
hombres y 29 mujeres) y de 56,1 afos en el grupo HC (29 hombres y 31 mujeres).
Todos los pacientes presentaban confirmacion histopatolégica de CC y el diagnostico
de enfermedad metastasica se realizo a través de estudios de imagen. Las muestras
fueron obtenidas de pacientes atendidos en la Unidad de Oncologia Médica del
Hospital Virgen de las Nieves de Granada.

Se incluyeron 64 pacientes en el analisis de respuesta al tratamiento, de los cuales 21
pacientes fueron tratados con QT combinada con terapia antiangiogénica y 43 con
QT exclusiva. La respuesta a la terapia de evaluacién se basé en respondedores/no

respondedores

3.1.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

e Criterios de inclusion: En el caso de los pacientes, los criterios de inclusion
aplicados para su seleccion fueron los siguientes:

1. Pacientes diagnosticados de CCR invasivo confirmado mediante biopsia

excisional o incisional.

Pacientes diagnosticados de CCRm

Pacientes que firmen consentimiento informado.

Edad minima de 18 afios y sin edad maxima de participacion

Estadio funcional de 0 a 2 en la escala de ECOG.

AR B SR
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10.
11.

3.1.3.

Presentar, como minimo, una lesién medible segun se define en los criterios
para la evaluacién de la respuesta de los tumores sélidos

Ausencia de tratamiento previo para CCRm.

Pacientes candidatos a recibir tratamiento de primera linea para enfermedad
avanzada con QT exclusiva o con QT en combinaciéon con Bevacizumab.
Esperanza de vida de al menos 6 meses

Funcién organica adecuada.

Cumplimiento terapéutico y proximidad geografica que faciliten un

seguimiento adecuado.

Criterios de exclusion Fueron excluidas del estudio aquellos pacientes que
cumplieron alguno de los siguientes criterios:

Pacientes que hayan recibido tratamiento previo con QT para enfermedad
metastasica.

Pacientes cuyo tratamiento para enfermedad avanzada incluya terapias
antiEGFR como cetuximab y panitumumab.

No se excluian pacientes que hubieran recibido tratamiento QT adyuvante
Enfermedad general grave asociada que, en opiniéon del oncélogo médico
responsable, ponga en peligro la salud de la paciente o su capacidad para
completar el estudio o cualquier otra enfermedad que pueda empeorar con la
QT o los posibles tratamientos de apoyo

Antecedentes de hipersensibilidad a los farmacos quimioterapicos o de
reacciones alérgicas a alguno de sus componentes.

Pacientes gestantes.

Segunda neoplasia maligna primaria, a excepcion de carcinoma 77 situ del cuello

uterino o de un cancer de piel no melanoma, tratado correctamente.

VARIABLES CLINICAS

Los datos obtenidos de cada uno de los pacientes fueron registrados en una base de

datos creada para ello (SPSS), partiendo de los datos obtenidos de las historias clinicas,

en la que se incluyeron:

3.1.31

Datos de filiacion del paciente.
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3.1.3.2 Datos clinicos:

Entre las variables clinicas recogidas, se consensu6 recopilar parametros relativos a la
edad y sexo en el grupo de tratamiento y en el de controles sanos asi como otras
variables clinicas en el grupo de pacientes con cancer que podrian tener impacto en la
respuesta al tratamiento oncolégico como la existencia o no de hipertension arterial
previa.

Se recogieron también otras variables clinicas con impacto prondstico y predictivo de
respuesta como la localizaciéon de enfermedad metastasica, metastasis hepaticas

exclusivas y enfermedad metastasica sincronica o metacronica

EDAD NUMERICO
HTA PREVIA SI/ NO
SEXO M/F

FECHA DIAGNOSTICO CANCER NUMERICO
COLORRECTAL

THADNEO NI DRI RI DB e (O RF NI N LIS <6GMESES/ 6-12 MESES/>12 MESES
ENFERMEDAD METASTASICA

FECHA DIAGNOSTICO DE LA NUMERICO
ENFERMEDAD METASTASICA

SREEOIDIDN DI B TN BIRUBEEs S (620 SINCRONICA/ METACRONICA
LOCALIZACION DE ENFERMEDAD HEPATICA/ PULMONAR/ PERITONEAL/
METASTASICA GANGLIONAR/ OTRAS

ENFERMEDAD METASTASICA SI / NO
HEPATICA EXCLUSIVA

Tabla 11 Caracteriticas de los pacientes I

3.1.3.3 Datos del tumor:

Los datos relativos al tumor fueron recogidos en la base de datos elaborada para el
bloque de anilisis clinico e histopatolégico. Se recogié la localizacién del tumor
parimario como parametro clinico que ha demostrado su papel pronéstico y
predictivo de respuesta. Para el estadiaje de las pacientes, se utiliz6 el sistema TNM

de la sexta ediciéon del Cancer Staging Manual de la AJCC (American Joint Cancer
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Committee). Se recogieron datos anatomopatoldgicos con valor prondstico asi como

el perfil molecular de Ras y la presencia o no de inestabilidad de microsatélites

determinada por IHQ.
LOCALIZACION TUMOR PRIMARIO DERECHO/ TRANVERSO-
: IZQUIERDO-RECTO
ESTADIO AL DIAGNOSTICO T1/ T2/T3/T4/ NO/N1/N2/N3/
: MO/M1
N° DE GANGLIOS AISLADOS AL DIAGNOSTICO <12/ >12
GRADO DE DIFERENCIACION GRADO1/ GRADO 2/ GRADO3
INVASION VASCULAR NO/SI
INVASION LINFATICA NO/SI
INVASION FERINEURAL NO/SI
OBSTRUCCION AL DIAGNOSTICO NO/ SI
PERFORACION AL DIAGNOSTICO NO/SI
RAS NATIVO NO/SI/ND
MUTACION DE KRAS NO/SI/ND
MUTACION DE NRAS NO/ SI/ND
MUTACION DE BRAF NO/SI/ ND
MSI NO/SI

Tabla 12: Caracteristicas de los pacientes 11

3.1.34 Datos del tratamiento:

En relacién al tratamiento se recogieron los tratamientos locorregionales que
recibieron los pacientes, fundamentalmente cirugia del tumor primario o de la
enfermedad metastasica y tratamiento con radioterapia. En relacién al tratamiento
sistémico se recogié el uso o no de QT adyuvante y el esquema de QT para
enfermedad avanzada en primera linea que incluia combinacién de oxaliplatino y
fluoropirimidinas con o sin bevacizumab, combinaciones de irinotecan y
fluoropirimidinas con o sin bevacizumab, fluoropirimidinas en monoterapia u otros
esquemas menos frecuentes. Se recogié también el nimero de lineas posteriores para

la enfermedad avanzada
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CIRUGIA TUMOR PRIMARIO NO/ SI

TRATAMIENTO QT ADYUVANTE NO/SI

ESQUEMA DE TTO ADYUVANTE FOLFOX/XELOX/ CAPECITABINA/
OTROS

RT ADYUVANTE NO/SI

CIRUGIA DE MSTASTASIS HEPATICAS NO/SI

OTROS TTOS LOCORREGIONALES RADIOFRECUENCIA/
QUMIOEMBOLIZACION/ OTROS

FECHA INICIO TTO PARA ENFERMEDAD B\ #)Yi:1(ele]
METASTASICA

ESQUEMA DE PRIMERA LINEA FOLFOX/ XELOX/ FOLFOX+ B/
XELOX+B/
FOLFIRI/CPT11/ CAPECITABINA/OTROS

NUMERO DE CICLOS NUMERICO

NUMERO DE LINEAS POSTERIORES 1/ 2/3 O MAS

Tabla 13: Caracteristicas de los pacientes 111

3.1.3.5  Datos de respuesta:

Los pacientes se clasificaron en repondedores o no a primera linea de tratamiento
para enfermedad avanzada y se cuantificd la respuesta como respuesta completa,
parcial o estabilizacién (segun RECIST 2.0). Se analizé aquellos pacientes con
respuesta precoz como parametro de importancia pronodstica y se recogio la fecha de

progresion para analisis posterior de supervivencia
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RESPONDEDORES SI/NO

ME]JOR RESPUESTA OBTENIDA R COMPLETA
RESPUESTA PARCIAL
ESTABILIZACION
PROGRESION
RESPUESTA PRECOZ (<8 SEMANAS) SI/NO

FECHA DE PROGRESION A PRIMERA LINEA (812123 (e(0]

Tabla 14: Caracteristicas de los pacientes IV

3.1.3.6 Datos de toxicidad al tratamiento

En relacién a la toxicidad se recogi6 la hipertension como toxicidad de clase asociada

al tratamiento antiangiogénico y las principales toxicidades grado 3-4 asociadas a QT

HIPERTENSION SI/ NO

TOXICIDAD GRADO 3-4 DIARREA
MUCOSITIS
VOMITOS

SMP
NEUROTOXICIDAD
NEUTROPENIA
ANEMIA
TROMBOPENIA
OTROS

Tabla 15: Caracteristicas de los pacientes V

3.1.4. SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

Se realizé un seguimiento de todos los sujetos del estudio, tomando como fecha
inicial, en el caso de los controles, la de la extraccion, y en el de los enfermos, la del
inicio del tratamiento. Como fecha de fin de estudio, se hizo coincidir la de las
controles, con el final la de la ultima revisién de los enfermos, que en todos las
pacientes fue, cuando menos, una en los 6 tltimos meses anteriores al cierre de la base
de datos para el estudio. Se objetivd que ninguno de los sujetos sanos habia
desarrollado ninguna enfermedad neoplasica, y en el caso de los pacientes que

sufrieron una recaida, se tomé la fecha de ésta. Se recogi6 el estado de la enfermedad
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al cierre del estudio y si el paciente se encontraba vivo o no: VIVO CON

ENFERMEDAD Y VIVO SIN ENFERMEDAD, asi como la fecha de exitus

3.1.5. ASPECTOS ETICOS

En ambos estudios, metabolomica y RNA, todos los pacientes dieron su
consentimiento informado para participar en el estudio. El estudio fue aprobado por
el comité de ética del Hospital Virgen de las Nieves (Granada, Espafia) y todas las
investigaciones clinicas se realizaron de acuerdo con los principios expresados en la
Declaraciéon de Helsinki (“Principios éticos para la investigacion médica en seres

humanos”).

3.2. ESTUDIOS GENICOS

3.2.1. OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Los pacientes con CCR fueron sometidos a una extracciéon de sangre (6ml) antes de
recibir cualquier tratamiento oncolégico para la enfermedad metastasica
(quimioterapia +/- agentes dirigidos) en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (Granada, Espafia). Las muestras de sangre

completa fueron recolectadas en tubos Tempus Blood ARN (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, EUA; CAT: 4342792).

3.2.2. AISLAMIENTO DE ARN DE MUESTRAS DE SANGRE

Para extraer el ARN de las células sanguineas, las muestras de sangre completa
recolectadas (6 ml) en tubos Tempus Blood ARN (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA; CAT: 4342792) se mezclaron vigorosamente (10 segundos)
después de la recoleccion, se incubaron a temperatura ambiente durante 24 h y se aislé
el ARN mediante kit Tempus Spin RNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.; REF: 4378920) siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante.
Por otra parte, para obtener el ARN circulante en suero, nuevas muestras de sangre
periférica (8,5 ml) de pacientes con CCR en tubos BD Vacutainer SSTII (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) se dejaron coagular (30 min). La fraccién de suero se

obtuvo por centrifugacién a 1400 g durante 10 min y luego se almacend a -80°C hasta
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su procesamiento. Para el aislamiento del ARN total, se concentraron 300 ul de suero
hasta un volumen de 200 pl utilizando un concentrador de vacio (Vacufuge plus
Vacuum Concentrator, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) a 4°C. El ARN total
libre circulante se purific6 mediante kit de suero/plasma miRNeasy (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La muestras de sangre total y suero de
los controles sanos se recolectaron y procesaron de las misma forma. La
concentraciéon y calidad del ARN se determinaron mediante espectrofotbmetro
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) y un Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), respectivamente. Solo se utilizaron

muestras con RIN 2= 9 para experimentos posteriores.

3.2.3. SINTESIS DE ADN¢ Y PCR DIGITAL

El ARN total (150 ng) obtenido de células sanguineas y de suero fue sometido a
transcipcion inversa en un volumen de 20 ul mediante kit de sintesis de ADNc
SuperScript ™ VILO ™ (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La PCR digital se realiz6 con el sistema de PCR digital QuantStudio ™
3D (Life Technologies, CA, EE. UU.). Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 18 pl que contenfa Quantstudio 3D Digital MasterMix v2 (9 ul), TagMan-
FAM (0,6 ul), TagMan-VIC (0,6 ul), agua libre de nucleasas (2,8 ul) y 7,5 ng de ADNc
molde (5 ul). Las muestras (16 pul) se cargaron en chips utilizando el cargador digital
de chips QuantStudio 3D (Life Technologies, CA, EE. UU.). Los ciclos usados
fueron: 96 °C/10 min, 20 ciclos a 59 °C/2 min y 98 °C/30 segundos, 25 ciclos a 57
°C/2 minutos y 98 °C/30 segundos. La elongacién se hizo a 57 ° C/7 minutos y luego
a 10°C. Todas las muestras se procesaron por duplicado. Las sondas TagMan (Life
Technologies, CA, EE. UU.) utilizadas fueron GUCY2C (Hs00990120_m1), MMP7
(Hs01042796_m1), JAG1 (Hs01070032_m1), PGF (Hs00182176_m1) y PTGS2
(Hs0015313). El gen MTR (Hs01090026_m1), cuya expresion se mostré de forma
estable mediante qPCR, se seleccioné entre cinco genes endégenos comunmente
utilizados para la normalizacién de la expresion. Después del termociclado, se
utilizaron el PCR digital QuantStudio ™ 3D (Life Technologies, CA, EE. UU.) y el
software QuantStudio ™ 3D AnalysisSuite ™ (Life Technologies, CA, EE. UU.) para

recopilar y analizar datos de fluorescencia de punto final de cada chip segin las
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instrucciones del fabricante. A partir del analisis de los archivos “eds”, se obtuvo la
concentracion absoluta del gen diana por ul de ADN de entrada (copias / pl) y luego
se normaliz6 utilizando MTR. Finalmente, se calcul6 el ACt para cada muestra (ACt

= no. FAM / no. VIC).

3.2.4. ANALISIS ESTADISTICO EN ESTUDIOS GENICOS

Los niveles de expresion génica entre los dos grupos se compararon mediante pruebas
t de Student para datos no apareados (la correccion de Welch se aplicé para grupos
de datos con variaciones desiguales) o las pruebas de pares emparejados de Mann-
Whitney o Wilcoxon. Los valores atipicos se identificaron aplicando la prueba ROUT.
Para establecer el punto de corte con la mejor capacidad predictiva para cada
biomarcador (RNA) y también su combinacion, se calculé el indice de Youden a partir
de los valores de sensibilidad y especificidad de cada una de las coordenadas obtenidas
en la curva ROC. Una vez establecido el punto de corte para cada biomarcador, se
calcularon la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos (VPP) y valores
predictivos negativos (VPN), asi como el area bajo la curva ROC (AUC). Se considerd
un nivel de significancia de 0.05 para la prueba de hipétesis. Ademas, la relacion entre
cada biomarcador y la respuesta al tratamiento se analiz6 mediante la prueba de chi-
cuadrado de Pearson o, en los casos en que no se cumplieron las condiciones de
aplicabilidad, la prueba exacta de Fisher. Las curvas de supervivencia se estimaron
con el método de Kaplan-Meier (intervalos de confianza (IC) del 95%) y las
diferencias entre subgrupos se compararon mediante la prueba de rangos
logaritmicos. Los datos se analizaron con el software IBM SPSS Statistics 19 y

GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, EE. UU.).

3.3. ESTUDIOS DE METABOLOMICA

3.3.1. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Los pacientes fueron sometidos a extraccion de muestras de sangre (8,5 ml) en ayunas
entre las 8 am y las 9 am, antes del inicio de cualquier tratamiento. Las muestras se
recogieron en tubos vacutainer BD SSTII (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Después de la centrifugacion durante 10 min a 2450 rpm, el sobrenadante se aspiré y
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se almacend inmediatamente a -80 © C hasta el analisis. Se minimiz6 la variacion de
los diferentes parametros en cuanto a pacientes y muestreo (estado de ayuno, hora del

dfa de muestreo, etc.) para obtener la maxima reproducibilidad en nuestro estudio.

3.3.2. EXTRACCION DE METABOLITOS

Las muestras de suero se mantuvieron a 4 © C durante todo su analisis. Las proteinas
se eliminaron usando acetonitrilo (AcN) (muestra 1:8/AcN) con agitaciéon durante 2
min y posterior centrifugacion a 15200 rpm durante 10 min a 4 © C. A continuacion,
se transfirié el sobrenadante a viales analiticos de HPLC y se evaporé en un
evaporador GeneVac HT-8 (Savant, Holbrook, NY). Los residuos secos se
reconstituyeron en AcN/agua [50:50] con acido férmico al 0,1% seguido de agitacion

durante 1 min.

3.3.3. ANALISIS DE METABOLITOS MEDIANTE LC-HRMS

Las muestras de suero extraidas se analizaron utilizando un sistema LC Agilent 1290
acoplado a un espectrémetro de masas Q-TOF 5600 (AB SCIEX, Concord, ON)
utilizando ionizacién por electropulverizaciéon en modo positivo. La separacion
cromatografica se realizé con una columna de HPLC Atlantis T3 (C18: 2,1 mm x 150
mm, 3 pm) (Waters Corporation, Milford, MA) mantenida a 25° C. Se inyectaron 5
ul de muestra para el analisis. La fase moévil era acido férmico al 0,1% -90:10
agua/AcN (eluyente A) y acido férmico al 0,1% -90: 10 AcN/agua (eluyente B). El
gradiente de elucién fue: 0,00-0,50 min 1% de eluyente B, 0,50-11,00 min 99% de
eluyente B, 11,00-15,50 min 99% de eluyente B, 15,50-15,60 min 1% de eluyente B
y 15,60-20,00 min 1% de eluyente B. El caudal fue de 300 pl/min. El Q-TOF 5600,
proporcioné una selecciéon masiva con alta resoluciéon que fue combinada con la
adquisicion de informacién dependiente (IDA). Esto permiti6 la fragmentacién de
los ocho iones més intensos y la obtencién simultinea de  datos de HRMS y MS/MS
de barrido completo. Los parametros de la fuente de iones y las condiciones de IDA
fueron: fuente de gas 1:50,00; fuente de gas 2: 50,00; gas de cortina: 45,00,
temperatura: 500,00 °C; Voltaje de pulverizacién de iones flotante: 4500,00; Masas
TOF: Min = 80.0000 Da Max = 1600.0000 Da; tiempo de acumulacién: 0,2500 seg,
tiempo de acumulacién IDA: 0,1000 seg.
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Se realiz6 una calibraciéon automaticamente de masa cada 10 inyecciones. Se
analizaron muestras de solventes organicos (OS) y muestras de control de calidad
(QC) durante la secuencia de ejecucién. Las muestras de control de calidad se
prepararon agrupando un volumen igual de todas las muestras de suero utilizadas en
este estudio y se procesaron cada 10 inyecciones para evaluar la estabilidad y el
rendimiento del sistema. Las muestras de OS se analizaron junto con las muestras de
control de calidad para identificar cualquier impureza de los solventes organicos o del

procedimiento de extraccion y para descartar la contaminacion por arrastre.

3.3.4. GENERACION DE CONJUNTOS DE DATOS Y PRETRAMIENTO

Se usé el software PeakView (version 1.0 con el complemento Formula Finder
version 1.0, AB SCIEX, Concord, ON) para evaluar el tiempo de retenciéon (RT) y la
variabilidad de masa/carga (m/z) del experimento. Se utilizé el software MarkerView
(version 1.2.1, AB SCIEX, Concord, ON) para procesar datos de LC-HRMS, realizar
deteccion de picos, alineacion vy filtrado de datos y determinar la relacién m/z, RT' y
area de pico de iones para cada muestra. La extraccién de datos se realizé mediante el
algoritmo del programa en el rango de RT de 1-18 min, y el limite de intensidad
maxima se establecié en 200 cps. La alineacion de los picos se logro utilizando RT y
tolerancias m/z de 0,10 min y 10 ppm, respectivamente. Un filtro por "presencia” fue
utilizado con el objeto de retener sélo masas presentes en al menos 10 muestras.
Finalmente, las sefiales de masa (expresadas diferencialmente porla SG) y las muestras
de los estudios de caso (HC y CRC) se identificaron aplicando un procedimiento de
filtrado adicional con cambio de veces (<1,5) y prueba t (p> 0,05). Este
procedimiento eliminé el fondo y los contaminantes y conservo las verdaderas sefales
de masa biologica de los datos de LC-HRMS. Los siguientes pasos se llevaron a cabo
utilizando el servidor web Metaboanalyst 3.0. Finalmente, el pretratamiento de datos
consistio en la normalizacion utilizando sumas de 4rea total, escala de centrado medio
y transformacién logaritmica para transformar la matriz de datos en una distribucion

de tipo mas gaussiana.
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3.3.5. PRETRATAMIENTO DE DATOS, VALIDACION ANALITICA Y
DETECCION DE VALORES ATIPICOS

La normalizacion de los datos se realizé utilizando sumas de area total, escala de
centrado medio y transformacion de log para transformar la matriz de datos en una
distribucién de tipo mas gaussiano. Se evalu6 la calidad del rendimiento del sistema
analitico y se utiliz6 el analisis de componentes principales (PCA) para detectar
posibles valores atipicos. Las muestras de CC se exhibieron en un grafico de PCA
para evaluar la estabilidad del sistema analitico. Las variables se eliminaron de la matriz
de datos cuando su reproducibilidad fue inadecuada (desviacion estandar relativa
[RSD]> 30% en muestras de CC) o si se observo en <50% de las muestras de CC. Se
probaron la bondad de ajuste (R2) y la bondad de prediccion (Q2) del modelo. En
paralelo, se identific un valor atipico en CRC y cuatro en HC a partir de las elipses
T2 de Hotelling en el analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-
DA) a pesar de los intentos de modificar el método de estandarizacién (datos no
mostrados). La eliminacién de valores atipicos no produjo un aumento en los valores

de R2 0 Q2.

3.3.6. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES

Para la identificacién de biomarcadores se utilizé el software PeakView (version 1.0
con el complemento Formula Finder version 1.0, AB SCIEX, Concord, ON) que
permitié aproximarse a la férmula elemental de compuestos seleccionados a partir de
patrones precisos de masa, agrupamiento isotopico y fragmentacion. A continuacion,
para precisar los compuestos, se realizaron consultas en las bases de datos Metlin,
Human Metabolome Database, Lipid Maps, PubChem, ChemSpider y se buscaron
patrones de fragmentaciéon en las bases de datos espectrales como MassBank,
NIST2014, con el objetivo de identificacar la estructura de la férmula molecular. La
identificacion final de los candidatos seleccionados se confirmé mediante su
comparacién con el patrén exacto de masa, RT y fragmentacion obtenido a parir del

estudio de los estandares analiticos auténticos.

3.3.7. VALORACION DE BIOMARCADORES
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El capacvidad predictiva de los biomarcadores seleccionados se evalué mediante

analisis ROC univariados y multivariados ya sea individualmente o en combinacién.

3.3.8. ANALISIS ESTADISTICO EN ESTUDIOS DE METABOLOMICA

La capacidad predictiva de las variables seleccionadas se evalué calculando el area bajo
la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC). Se realizaron andlisis ROC
univariados y multivariados para determinar el valor clinico de los biomarcadores
tanto de forma individual como en combinacién. Por otra parte, para determinar la
correlacién con el tiempo de supervivencia de los pacientes se utilizé la curva de
Kaplan-Meier utilizando el software SPSS 19.0. Se utiliz6 la prueba t de Student para
comparar entre los grupos HC y CRC, seguida de la aplicacion de la correccion de la
tasa de falso descubrimiento (FDR) de Benjamini-Hochberg para comparaciones
multiples para minimizar los falsos positivos. Un valor de p corregido por FDR de
0,05 se considerd el umbral de corte para la prueba t. A continuacion, se realizé un
analisis multivariado para identificar las variables que discriminaban entre el grupo,
combinando PCA con PLS-DA. La seleccion de las caracteristicas con mayor poder
discriminatorio se basé en su importancia variable en la puntuaciéon de proyeccién

(VIP), que debia ser> 1, y en su cambio de pliegue, que debia ser <0,6 -> 1,5.
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4.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

Los parametros clinicos de los pacientes con CCRm que se incluyeron en el estudio
de marcadores génicos se resumen en la Tabla 16. De los 64 pacientes que finalmente
fueron estudiados, 35 eran hombres y 29 fueron mujeres. La edad media fue de 60,12
+ 11,16 afios. Se utilizaron dos grupos de control, uno para el analisis en sangre total
(n = 28; 14 (50%) hombres y 14 (50%) mujeres; edad media, 57,77 + 5,48 afos) y
otro para el analisis de suero (n = 19; 14 (73,68%) hombres y 5 (26,32%) mujeres;
edad media, 65,50 * 6,83 afios). El gen RAS mostré mutacion en 33 (51,5%) pacientes
y 32 (50%) pacientes presentaron metastasis en mas de 1 6rgano. En cuanto a la
terapia, 21(32,9%) de los pacientes recibieron QT con tratamiento antiangiogénico

mientras que 43 (67,1%) no recibieron ningin farmaco antiangiogénico.

Caracteristicas N (%)

N 64
Edad( afios+/-SD) 60,12+/-11,16
Sexo( M/F) 35/29
RAS

Mutado 33(51,5%)
wT 31(48,5%)
BRAF

Mutado 2(3,3%)
wT 52(81,2%)
Nd 10(15,6%)
MSI 2(3,1%)
ENFERMEDAD METASTASICA

Sincrénica 54(84,3%)
Metacronica 10(15,6%)
TIPO DE ENFERMEDAD METASTASICA

1 s6lo érgano 32(50%)
>1 6rgano 32(50%)
LOCALIZACION METASTASIS

Pulmén 16(25%)
Higado 40(62,5%)
Peritoneo 15(23,4%)
Ganglionar 1(15,6%)
Otros 5(7,8%)
SOLO METASTASIS HEPATICA 18(28,1%)
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TUMOR PRIMARIO

Derecho 13(20,4%)
Izquierdo 51(79,6%)
TRATAMIENTO

QT exclusiva 43(67,1%)
QT + Antiangiogénico 21(32,9%)
TIPO DE QT

FOLFOX/ XELOX 49(76,5%)
FOLFIRI 4(6,2%)
Capecitabina 5(7,8%)
Otros 68(9,5%)

Tabla 16: Caracteristicas de los pacientes con CC

4.2 CORRELACION DE SUPERVIVENCIA Y PARAMETROS CLINICOS
En nuestra poblacién de estudio, las tasas de SG fueron del 95,3% a los 6 meses, del
75% al afio y del 31,2% a los 3 afios. Las probabilidades de SLP a los 6 meses, 1 afio
y 3 anos fueron 77,5%, 69,7% y 64,4%, respectivamente. Solo se observo una relacion
significativa entre la SG y el tipo de metéstasis. Concretamente, los pacientes con
metastasis de un solo 6rgano tienen mayores tasas de supervivencia (p = 0,002)
(Figura 13).

Los pacientes con metastasis hepaticas exclusivas presentaron SG a 3 afios de 49,4%
vs 22,2% para el resto (diferencias no significativas), sin embargo si se observaron
diferencias significativas en SLP a favor de los pacientes con metastasis hepaticas

exclusivas ( 88,1% vs 51,3% de SLP a 3 afios, p=0.04) ( figura 14)
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Figura 13. Supervivencia de pacientes con CCR metastasico. Supervivencia global general (A),

supervivencia libre de progresion (B) y supervivencia global segin tipo de metastasis (C).
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Figura 14: Supervivencia libre de progresion de pacientes con metastasis hepaticas exclusivas
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En relacion al tratamiento recibido no se observaron diferencias significativas en la
supetvivencia ni en la tasa de respuestas/beneficio clinico entre pacientes que
recibieron bevacizumab mas QT en primera linea vs QT exclusiva (beneficio clinico
de 76,2% vs 74,4% respectivamente). De los pacientes que recibieron Bevacizumab,

17 tenfan mutaciéon RAS (81%), frente al 19% de los que recibieron solo Qt exclusiva

Respecto a la lateralidad, no hubo diferencias significativas en SG a 3 anos (31,4 %
lado izquierdo vs 30,8% lado derecho); la SLP a 3 fios fue numéricamente superior

para el lado izquierdo aunque sin diferencias significativas (67,5% vs 52,7%: p=0,53)

Tampoco se onservaron diferencias significativas en supervivencia en relacion al

estado mutacional de RAS (tabla 17)

Mutacion RAS
NO SI
Supervivencia global 6 meses | 96.8% | 93.9%
Supervivencia global 1 afio 77.4% | 72.7%
Supervivencia global 2 afios | 51.6% | 42.4%
Supervivencia global 3 afios | 35.5% | 27.3%

Mutacion RAS

NO SI
Supervivencia LP 6 meses 87.2% | 68.3%
Supervivencia LP 1 afio 76.3% | 63.4%
Supervivencia LP 2 afios 76.3% | 54.4%
Supervivencia LP 3 afios 76.3% | 54.4%

Tabla 17: SG y SLP en funcién de las mutaciones de RAS

4.3 RESULTADOS DEL ANLLISIS ESTUDIO GENOMICO

4.3.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES EN
PACIENTES CON CCRm

Los estudios de las muestras de sangre de pacientes con CCR (n=59) se realiz6
mediante dPCR. Tres de los cinco biomarcadores candidatos asociados a la
angiogénesis demostraron diferencias estadisticamente significativas de expresién

entre los pacientes con CCR y los controles sanos (Figura 15). Se observé un
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significatio aumento de la expresion de los genes JAG1 (p <0,0001), PTGS2 (p
<0,0001) y GUCY2C (p = 0,0349) en las células sanguineas de pacientes con CCR en
comparaciéon con los controles (Figura 15, A-C). Por el contrario, aunque la expresion
de MMP7 y PGF también fue mayor en los pacientes con CCR, esta no alcanzé
significacion estadistica (Figura 15, D y E).

En base a estso resultados, seleccionamos los genes sobrexpresados (JAG1, PTGS2
y GUCY2C) en las células sanguineas de pacientes con CCR para analizar la presencia
de ARNm circulante. Como se muestra en la Figura 16, tres genes mostraron una
clara sobrexptresion que fue estadisticamente significativa (p <0,0001) en el suero de
los pacientes (Figura 16, A-C) en relacién con los controles. Ademas, aunque PGF no
se increment6 significativamente en las células sanguineas de los pacientes con CCR,
también se analizo, debido a su papel como un ligando proangiogénico alternativo al
VEGF-A en la via del VEGF. En este caso, PGF también mostré una clara

sobrexpresion (p <0,01) en nuestro cohorte de pacientes (Figura 16, D).

4.3.2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EXPRESION DE GENES EN
SANGRE Y SUERO DE PACIENTES CON CCRm

Para analizar las diferencias de los niveles de ARNm presentes en ambos tipos de
muestras, se comparo la expresion de cada gen individual obtenido por dPCR en
ambos fluidos en el grupo de pacientes con CCR. Nuestros resultados mostraron que
los niveles de ARNm circulante en el suero de todos los genes eran significativamente
mayores que en las células sanguineas (p <0,0001; Figura 17), siendo GUCY2C y PGF
especialmente bajos en sangre en comparacion con las muestras de suero (Figura 17C
y D). Este resultado revela que el suero es una fuente confiable de biomarcadores

circulantes basados en ARNm.

4.3.3. ESTUDIO DE CORRELACION DE BIOMARCADORES SERICOS Y
ANGIOGENESIS
El analisis de la posible correlacion entre los biomarcadores relacionados con eventos

de angiogénesis que fueron analizados mostré un coeficiente de correlacion bajo. Asi,

los niveles de ARNm de JAG1, GUCY2C y PTGS2 en suero mostraron correlaciones
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modestas o irrelevantes entre si (r = 0.26-0.42; p <0.05). Por otro lado, solo se detectd
una correlacién moderada entre la expresion de JAG1 y GUCY2C en los estudios con
células sanguineas (r = 0,55; p <0,0001). Ademas, evaluamos posibles asociaciones
para cada biomarcador individual en suero y células sanguineas, pero no se
encontraron correlaciones significativas en nuestra poblacién de estudio, lo que

sugiere que la sangre completa y el suero pueden considerarse fuentes de medicién

independientes.
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Figura 15. Cuantificacion relativa mediante PCR digital de los niveles de expresion génica en muestras de

sangre total. Los niveles de expresion de los genes JAG1 (A), PTGS2 (B), GUCY2C (C), PGF (D) y MMP7
(E) se determinaron en muestras de sangre total de pacientes con CCR metastésico (rojo) y controles sanos
(azul). normalizado mediante la expresion MTR y calculado por el método ACt. En los diagramas, las cajas
muestran el rango intercuartil (IQR), los bigotes indican los valores Q1-1.5xIQR y Q3 + 1.5xIQR, las lineas
internas indican medianas. (¥) p <0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001; (****) p <0,0001; (ns) no significativo.
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Figura 16. Cuantificacién relativa mediante PCR digital de los niveles de
expresion génica en muestras de suero. Los niveles de expresion de los genes
JAGT (A), PTGS2 (B), GUCY2C (C) y PGF (C) se determinaron en suero de
pacientes con CCR metastasico (rojo) y controles sanos (azul), normalizados por
la expresién de MTR y calculados por el Método ACt. En los diagramas, las cajas
muestran el rango intercuartil (IQR), los bigotes indican los valores Q1-1.5xIQR

y Q3 + 1.5xIQR, las lineas internas indican medianas. (*) p <0,05; (*¥) p <0,01;

(%) p <0,001; (F%) p <0,0001; (ns) no significativo.
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Figura 17. Comparacion de los niveles de expresion génica obtenidos por PCR
digital en muestras de suero y células sanguineas de pacientes con CCR
metastasico. Los niveles de expresion de los genes JAG1 (A), PTGS2 (B),
GUCY2C (C) y PGF (D) se normalizaron mediante la expresion de MTR y se

calcularon mediante el método ACt (los datos representan la media £ SEM).

(R%%) p <0,0001.

4.3.4. ESTUDIO DE CORRELACION DE LOS BIOMARCADORES SERICOS
EN COMBINACION

Dada la alta expresion de los genes JAG1, GUCY2C, PTGS2 y PGF en el CCR,
realizamos un analisis de ROC y calculamos el AUC para investigar su capacidad
individual para discriminar entre pacientes con CCR y sujetos sanos. También

combinamos estos genes en diferentes paneles (firma génica) para examinar su
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capacidad diagnéstica. En general, los resultados derivados de la sangre mostraron
que JAGT fue el biomarcador con el mejor rendimiento, con un valor de AUC de
0,858 (IC del 95%, 0,778-0,937) (Figura 18). El andlisis de los demas genes no mostrd
una gran capacidad discriminatoria (AUC <0,80). Ademas, las diferentes
combinaciones de los genes analizados en sangre no aportaron beneficios adicionales.
Sorprendentemente, los andlisis ROC del ARNm circulante en suero mostraron
valores de AUC mas altos que en las células sanguineas para casi todos los
biomarcadores individuales. Estos resultados fueron mas notablemente en PTGS2
con un AUC de 0,984 (IC del 95%, 0,963-1,000) y GUCY2C con un AUC de 0,896
(95% CI, 0,803-0,988). En este tipo de muestras, JAG1 mostré un comportamiento
similar al encontrado en sangre (AUC, 0,840, IC 95% 0,737-0,943).

En cuanto a las combinaciones, JAG1-GUCY2C y JAG1-PTGS2 mostraron un AUC
de 0,819 (0,728-0,910) y 0,831 (0,743-0,743), respectivamente, que no mejoraron la
capacidad discriminatoria de JAG1 solo. De igual forma, la combinacién del gen
PTGS2 con otros como GUCY2C y PFG (PTGS2-GUCY2C y PTGS2-PFG) mostrd
un valor de AUC de 0.879 (0.805-0.953) y 0.852 (0.772-0.933), respectivamente, por
lo que esta asociaciéon tampoco mejoré la capacidad discriminatoria de los
biomarcadores individuales. Finalmente, solo el uso de tres biomarcadores (GUCY2C
-PTGS2 y PFG) mostr6 un valor de AUC superior a 0,8 (0,802; IC 95%, 0,707-0,897)
(Tabla 18).

AUC 95% CI PPV \1:4% Sensitivity Specificity

(%) (%)
JAG1-GUCY2 0.819 0,728-0,910 100 46,2 63,8 100
JAG1-PTGS2 0.831 0.743-0.918 100 47.4 66.1 100
GUCY2-PTGS 0.879 0.805-0.953 100 57,6 75.9 100
PFG-PTGS2 0.852  0.772-0.933 100 51,4 70.5 100
GUCY2-PFG-PTGS2 0.802 0.707-0.897 100 45,2 60.3 100

PPV, valor predictive positivo; NPV, valor predictive mnegativo

Tabla 18. Pardmetros ROC para el diagndstico de pacientes con CCR con metdstasis utilizando combinaciones

de biomarcadores séricos.
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Figura 18. Analisis de las curvas ROC. El area bajo la curva ROC (AUC) con el 95% de los
intervalos de confianza (IC) se obtuvo para evaluar la precision diagnéstica de los ARNm

circulantes (A) derivados de sangtre individuales de JAG1 y los ARNm circulantes derivados de
suero individuales de PTGS2, GUCY2 y JAGI.

4.3.5. CORRELACION DE LOS BIOMARCADORES SERICOS Y LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO

El analisis de biomarcadores para determinar su correlacién con la respuesta al
tratamiento mostré que solo la expresion de GUCY2C en el suero de los pacientes
podia correlacionarse con la respuesta terapéutica utilizando el agente
antiangiogénico. De hecho, el 76,9% de los pacientes con expresion alta de GUCY2C
en suero tuvieron un mejor curso de la enfermedad, mientras que se observé
progresion en solo el 20% de los pacientes con expresion alta de GUCY2C (p =
0,047). Este resultado significativo también se observé para la combinacion de
GUCY2C-PTGS2 en el suero de pacientes tratados con agente antiangiogénico (p =

0,047). Ademas, el suero de los pacientes tratados sin agentes antiangiogénicos mostrd
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una expresion baja de GUCY2C-PGF que fue estadisticamente significativa para

predecir la respuesta al tratamiento (p = 0,043).

4.3.6. CORRELACION DE LOS BIOMARCADORES SERICOS CON LA
SUPERVIVENCIA GLOBAL Y SUPERVIVENCIA LIBRE DE
ENFERMEDAD

Tanto para la muerte como para la progresion de la enfermedad, todas las
combinaciones de biomarcadores mostraron valores de especificidad razonables pero
baja sensibilidad. El valor mas notable fue la alta expresion sanguinea de JAG1 y PGF,
con valores de sensibilidad y especificidad del 60% para predecir la progresion de la
enfermedad.

No se observé correalacion entre la expresion de los biomarcadores y la lateralidad

del tumor primario.

4.4 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE METABOLOMICA

4.4.1. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE LOS PACIENTES CON CCR
MEDIANTE LC-HRMS.

Para realizar este estudio se utilizé acetonitrilo para la extracciéon, ya que la
desproteinizacién es un paso critico en la metaboléomica no dirigida, y se selecciond
el modo cromatografico de fase inversa. Como se puede observar en la Figura 19, la
comparaciéon entre los cromatogramas de iones totales (T1IC) de HC y los obtenidido
de las muestras de CCR revelaron una clara separacion entre i) metabolitos polares
medios (por ejemplo, fosfolipidos, lisofosfolipidos y esteroides), eluidos entre los
minutos 6 y 14, i) metabolitos muy polares (por ejemplo, algunos aminoacidos y
azucares), eluidos en los primeros 5 minutos y que se separaron mejor usando una
columna HILIC17 y iif) metabolitos no polares que eluyeron entre los minutos 14 y
17. De acuerdo con estos hallazgos, el proceso cromatografico fue satisfactorio y se
observo una diferencia significativa entre los TIC de HC y CRC entre los minutos 8

y 15.
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Figura 19. TIC LC-HRMS representativo de la muestra de suero de un control sano (HC: negro) y un paciente
con CRC (CRC: rojo). Existe una clara separacion entre metabolitos de polaridad media, como fosfolipidos,
endocannabinoides o esteroides (6 a 14 min), metabolitos muy polares, incluidos algunos aminoacidos o
azucares (1-5 min) y metabolitos no polares. Se puede observar una diferencia significativa entre las TIC de HC
y CRC en 8 a 15 minutos, momento en el que se eluyen la mayoria de los lipidos.

4.4.2. RESULTADOS DEL ANALISIS QUIMIOMETRICO

Después de los procedimientos de alineaciéon y filtrado necesarios, se obtuvo una
matriz con 4301 metabolitos incluyendo 1868 picos monoisotépicos. Un estudio mas
profundo determiné que 1265 se expresaron diferencialmente en muestras de estudio
(HC y CRC) y muestras de solvente organico. Después de la normalizacion, se
excluyeron 99 por presentar una variabilidad inaceptable (desviacion estandar relativa
>30%) y se se evaluaron 1166 variables en el PCA. Como se observé en el analisis
por PCA (Figura 20A), existe una gran agrupacién de las muestras del control de
calidad, lo que indica que la separaciéon observada entre CRC y HC fue debida
esencialmente a factores biologicos. Ademas, la grafica de puntuacion PLS-DA
(Figura 20B) sugiri6 una posible discriminacién entre CRC y HC. En base a este
hecho, se evalu6 la capacidad predictiva del modelo PLS-DA para discriminar entre

CRC y HC, adoptando la criterios de éxito de R2 = 0,7 y Q2 = 0,4, sin variaciéon>
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0,2-0,321. Este modelo obtuvo un R2 de 0,74 y Q2 de 0,54, lo que demuestra su
idoneidad para discriminar entre ambos tipos de muestras. De hecho, cinco variables
cumplieron con los criterios establecidos para posibles biomarcadores de CCR

metastasico (p <0.05, VIP >1, y cambio de veces >1.5) (Tabla 19).
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Figura 20. Graficos de puntuacién 2D del PCA (A) y el PLS-DA (B) del grupo HC
(verde) y el grupo CCR (rojo). La grafica de puntuacién de PCA revel una agrupacion
cercana de muestras de control de calidad (QC) (azul). El grafico de puntuacién PLS-
DA sugiere que es posible discriminar entre CRC y HC.

Férmula p valor Identificaciom

molecular

30230422 1012 CISH39NO2 05 400E-03 248502 181 101 061  Esfinganina

3762571+ | 10.89  C24H4INO2 42 400E-04  4.14E-03 1068 225 077  Endocannabinoide

3982424 1090  C58HI07NO22 1.2 7.00E-04  7.02E-03 663 186 073  Galol-3(Fucal-2)
Galg1-4Gleg-
Cer(d18:1/16:0)

500.2724 1156  C23H44NO7P 0.5 943E-10  3.05E-07 049 112 061  PE(18:209Z,127)/0:0)%

52234510 1161  C26H52NO7P 0.6 6.00E-08  2.60E-06 058 122 064  PC (18:1(9Z)/0:0)%
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Tabla 19. Informacién detallada sobre los posibles biomarcadores del CCR metastésico

Se seleccionaron biomarcadores segin la prueba t (correccion FDR; p <0,05), el cambio de veces (fold change)
(<0,6—> 1,5) y los resultados de VIP (> 1). Su potencial como biomarcadores clinicos se evaluaron utilizando
AUC. Se utiliz6 software PeakView para estimar férmulas moleculares. Los patrones precisos de masa y MS /
MS permitieron la identificacion de la f6rmula molecular. * CV: Cambio de veces expresado como la relacion
de los dos promedios (HC/CRC). ** PE (18: 2 (9Z, 12Z) / 0: 0): 1- (9Z, 12Z-Octadecadienoil) -glicero-3-
fosfoetanolamina; PC (18: 1 (9Z) / 0: 0): 1- (9Z) -Octadecenoil-sn-glicero-3-fosfocolina. *» Confrmado con

estandares de referencia

4.4.3 RESULTADOS DE LA IDENTIFCACION DE BIOMARCADORES
POTENCIALES

Las consultas realizadas para los valores de masa obtenidos en bases de datos
compuestas de uso habitual (Metlin, NIST, LipidMaps y Human Metabolome
Database) proporcionaron varias coincidencias estando siempre el error de masa por
debajo de 5 ppm. La evaluacién de la férmula molecular a partir de la masa precisa y
la agrupacion isotépica proporcioné una identificacién tentativa de cada biomarcador
potencial (Tabla 19). Ademas, la interpretacion del espectro de fragmentacion
experimental y las comparaciones en bases de datos espectrales permitieron reconocer
los iones caracteristicos de ciertos compuestos. De esta forma, se pudieron identificar
cinco compuestos en tres clases de lipidos: esfingolipidos (esfinganina, Galal-3
(Fucal-2)  Galfl-  4GlcB-Cer  (d18:  1/16:  0)), endocannabinoides
(docosatetraenoiletanolamida [DEA]) y glicerofosfolipidos (PE 18: 2 (9Z, 12Z) / 0:
0)y PC (18:1 (9Z) / 0: 0)).

Para comprobar la identificacion, se compararon los espectros de RT y MS / MS de
los biomarcadores candidatos con sus correspondientes estandares comerciales en
muestras bioldgicas en las mismas condiciones analiticas. La RT y el patrén de
fragmentacién fueron virtualmente idénticos entre el marcador y el estandar en los
casos de esfinganina (Figura 21) y PC (18: 1) (Fig. 22), lo que confirma la identificacién
tentativa de estos metabolitos. Una leve diferencia fue observada entre la RT entre
DEA vy el estandar correspondiente, aunque los patrones de fragmentacion fueron
similares, lo que sugiere que este metabolito podria pertenecer a la familia de los

endocannabinoides (Figura 23). Por dltimo, la no existencia de estandares comerciales
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de Galo1-3 (Fucal-2) Galg1-4GleB-Cer (d18: 1/16: 0) o PE (18: 2 (9Z, 12Z) / 0: 0

impidio su identificacién definitiva.

4.4.4. EVALUACION DE LOS BIOMARCADORES POTENCIALES

Las AUC obtenidas mediante los analisis ROC (Tabla 19) sugieren que los cinco
metabolitos candidatos podrian servir como potenciales biomarcadores de CCR
metastasico. Para determinar si varios metabolitos podian constituir una firma
diagnostica de esta patologia, se llevaron a cabo estudios de combinacion. Se utilizé
un modelo multivariado para desarrollar un algoritmo mas fiable. Para el modelo de
metabolitos combinados propuesto (Fig.24A) se obtuvo una AUC de 0,857 (IC del
95%: 0,757-0,940) lo que indica su fuerte poder discriminativo y respalda el valor de
estos metabolitos en el cribado de CCR. Asi, la matriz de confusion desarrollada
(Figura 24B) muestra como de las muestras de HC, 45 se clasificaron correctamente
y 15 incorrectamente, mientras que de las muestras de CRC, 52 se clasificaron

correctamente y 13 incorrectamente.
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Figura 21. Cromatograma tepresentativo de m/z 302.3042 en una muestra biologica (A) y
estandar de esfinganina (B) a los 10,13 min. Espectros caractetisticos de EM/EM de m / z

302.3042 en una muestra biolégica (C) y esfinganina estandar a 10,13 min e interpretacién de
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fragmentos (D). Los espectros MS/MS revelan el patrén de fragmentacion caractetistico de la

esfinganina.
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Figura 22. Cromatogtama representativo de m/z 522.3451 en una muestra biolégica (A) y
patrén de PC (18: 1) (B) a los 11,75min. Espectros caractetisticos MS / MS de m / z 522.3451
en una muestra biolégica (C) y PC (18: 1 (9Z) / 0: 0) estandar (D) a 11,75 min. La
interpretacién de los fragmentos reveld iones caractetisticos de fosfatidilcolinas, como m /z
104 y 184.
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Figura 23. Representacién superpuesta de los espectros de fragmentaciéon de m/z 376.2571 en

una muestra biolégica (trazo azul) y una muestra estandar (trazo rosa).
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En la actualidad, no disponemos de marcadores eficaces para predecir de
forma temprana la recaida de CCR, con objeto de implementar el tratamiento mas
adecuado que mejore el prondstico de estos pacientes. Hasta la fecha, los
biomarcadores en biopsia tisular, se han utilizado ampliamente como factores
pronodsticos o predictivos de respuesta pero la limitaciéon que representa la invasividad
del procedimiento asi como la demostrada baja especificidad de la mayoria de ellos,
ha llevado a priorizar la bisqueda de nuevos marcadores mas accesibles, detectables
en sangre periférica u otros fluidos, para reducir la invasividad de la metodologia y
aumentar la capacidad de detectar la heterogeneidad dinamica de la mayoria de los
tumores (Jamal-Hanjani y cols., 2015; Ma y cols., 2015; Quandt y cols., 2017). Asi,
recientemente, la detecciéon de IncRNA o el ctDNA que circulan en sangre periférica,
entre otros, se ha propuesto como marcadores minimamente invasivos de CCR
(Galamb, y cols., 2019). Por tanto, la busqueda de marcadores en sangre periférica es
una via de investigacion prometedora para la deteccién y seguimiento de los
pacientes con cancer en general (Cheung y cols., 2018), y para el CCR en particular,
en donde ya hay indicios de su utilidad clinica tanto en la deteccién precoz (Bedin y
cols, 2017; Cohe y cols., 2018; Phallen y cols., 2017), la recaida (Scholer y cols., 2016),
el pronostico (Maierthaler y cols., 2017), la respuesta al tratamiento (Barault y cols.,

2018) eincluso la supervivencia (Tsukamoto y cols., 2017).

5.1 La angiogénesis y los factores relacionados como un fenémeno esencial en
la progresion del CCR.

La angiogénesis es un fenémeno decisivo en el desarrollo, la proliferaciéon y la
produccion de metastasis en CCR. De hecho, entre los agentes mas destacados para
el tratamiento de este tumor se encuentran los antiangiogénicos aprobados por la
Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos y entre los que destaca
bevacizumab, ramucirumab, aflibercept y regorafenib (Mody y cols., 2018). En
concreto, bevacizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra VEGF, se ha
convertido en tratamiento de primera linea para pacientes con CCRm en combinacién

con QT (Morano y cols., 2018; Van Cutsem y cols., 2016; Liu, y cols., 2018),
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mejorando significativamente su tasa de respuesta y supervivencia (Ilic y colsl., 2016;
Pinto y cols., 2017). No obstante, los resultados obtenidos con estas terapias,
especialmente en los estudios preclinicos, no se han trasladado del todo a la practica
clinica en donde, el desarrollo de resistencias primarias o adquiridas, entre otros
factores, han hecho que los resultados no hayan sido del todo favorables (Hopirtean
y cols., 2018; Hsu y cols., 2018; Itatani y cols., 2018). Esto indica la necesidad de
seguir avanzando en el conocimiento del complejo mecanismo molecular que regula
el proceso angiogénico, los factores que influyen sobre su desarrollo y lo modulan en
el proceso tumoral y las posibles nuevas dianas terapéuticas que puedan surgir de

dicho conocimiento.

Son diversos los genes que, a través de diferentes rutas, han sido implicados en el
proceso de angiogénesis. Asi, durante la progresiéon y metastatizacion del CCR, la
expresion de determinados genes aumenta, lo que los ha llevado a ser testados como
posibles biomarcadores especialmente para predecir el prondstico y la respuesta a la
terapia antiangiogénica (Angelucci y cols., 2018; Ding y cols., 2017). Entre estos genes
se encuentran la angiopoyetina-2, CD73 soluble, el receptor 3 del factor de
crecimiento epidérmico humano, el factor de crecimiento de hepatocitos, la
interleucina-6, el factor 1 derivado de células estromales y el factor de crecimiento
endotelial vascular-D (VEGF-D), este ultimo testado en relacion al tratamiento
antiangiogénico administrado a los pacientes con CCR. De hecho, se ha descubierto
que una expresion baja de VEGF-D mejora la respuesta de bevacizumab en pacientes
con CCR (Nixon, y cols.,2016; Weickhardt y colsl., 2015). Sin embargo, la mayoria
de estos estudios requeriran validacién en cohortes mas grandes de pacientes (Maida

y cols., 2015).

En los dltimos afios una gran multitud de genes se han incorporado a la compleja red
que parece regular el proceso de angiogénesis y, por tanto, a la posibilidad de ser
testados como posibles marcadores. La interferencia entre VEGF y otras vias de
sefializacion dentro de dicho proceso, ha dado lugar a estudios que llevan a analizar
los factores esenciales en vias alternativas dependientes ¢ independientes de VEGF

(Akil y cols., 2021). En el contexto de la angiogénesis tumoral, las vias de sefializacién

146



VEGF y Notch parece demostrado que son esenciales. De hecho, el factor de
crecimiento placentario (PGF), un ligando de la familia VEGF, induce la angiogénesis
tanto de forma independiente como dependiente de VEGF (Haibe y cols., 2020).
Curiosamente, el aumento de los niveles de PGF en tumores resistentes al tratamiento
anti-VEGF sugiere un posible papel compensador de PGF en la induccién de la
angiogénesis (Gacche y cols., 2020). Por otra parte, Jagged-1 (JAG1) es un ligando
que activa la sefializaciéon de Notch que, segun se ha informado, esta sobrexpresado
en diferentes canceres, incluido el CCR. En estos tumores, Jagged-1 parece que
promueve la progresion tumoral, la angiogénesis y la recurrencia (Sugiyama y cols.,

2016; Xiu y cols., 2020).

Por otra parte, se conoce desde hace mucho tiempo que guanilil ciclasa C (GUCY2C),
un receptor miembro de la familia de las guanil ciclasas, desempefia un papel
importante en la regulacién de los niveles intracelulares de GMPc, la homeostasis de
electrolitos y la proliferaciéon celular en el intestino (Carrithers y cols., 1996). En
relacién a CCR, se ha observado que la desregulacion de la sefializacion de cGMP
implica una modulacién de GUCY2C (Li y colsl,, 2007). Diferentes estudios han
demostrado un vinculo entre el silenciamiento de GUCY2C y la disfuncién intestinal,
incluida la tumorigénesis (Pattison y cols., 2016). El papel de GUCY2C como
supresor de tumores ha llevado a hipotetizar sobre la prevencién del CCR mediante
la terapia de reemplazo hormonal con anilogos de hormonas sintéticas, como el
ligando oral GUCY2C linaclotide (Linzess ™) (Lin y cols., 2016; Weinberg y cols.,
2017). Ademas, la prostaglandina-endoperéxido sintasa 2 (PTGS2) (también conocida
como COX2), una enzima inducible involucrada en la sintesis de prostaglandinas y
que, por tanto, contribuye a la inflamacion, angiogénesis, evasion inmune y resistencia
a la terapia, también se ha investigado ampliamente en el contexto tumoral (Liu y cols.
2015). Su sobreexpresion se ha asociado con metastasis y mal prondstico en pacientes
con CCR (Wuy cols., 2015). De hecho, numerosas investigaciones basicas y clinicas
parecen apuntar a que la inhibicién de la sintesis de PGE2 por inhibidores especificos
de la COX-2 (i.e. farmacos antiinflamatorios no esteroideos) podria disminuir el
riesgo de varios tipos de cancer, incluido el CCR (Sheng y colsl., 2020). Por lo tanto,

debemos esforzarnos por elaborar un protocolo para el uso exitoso de inhibidores de
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COX-2 en aplicaciones clinicas para canceres colorrectales y otros tipos de cancer.
Finalmente, la metaloproteinasa de matriz-7 (MMP7), un miembro de la familia de
enzimas proteoliticas dependientes de zinc,degrada la matriz extracelular
favoreciendo la invasién tumoral, metastasis y angiogénesis mediante la liberacién de
VEGF unido a la matriz (Ii y cols., 20006). Los niveles elevados de esta enzima también
se han relacionado con un mal pronéstico en el CCR avanzado (Maurel y colsl., 2007).
Recientemente, estudios basados en microarrays de la base de datos Gene Expression
Omnibus (GEO), han corroborado la relacién entre la alta expresion de MMP7 y la
carcinogénesis, invasion o recurrencia del CCR (Chen y cols., 2021). Dado el complejo
mapa de alteraciones genéticas que pueden subyacer a los mecanismos angiogénicos,
nuestro trabajo se centré en un grupo de genes implicados fuertemente y relevantes

en el proceso angiogénico como fueron PGF, JAG1, PTGS2, GUCY2C y MMP7.

5.2 Modulacion de la expresion de genes relacionados con la angiogénesis en
CCRm.

La expresion de los genes PGF, JAGI, PTGS2, GUCY2C y MMP7 fue determinada
en sangre y suero de pacientes con CCRm. En general, podemos decir que el
comportamiento de estos genes como marcadores de enfermedad fue mejor en suero
que en sangre. Asi, tres genes, JAG1, PTGS2 y GUCY2C, mostraron una expresion
diferencial estadisticamente significativa en las células sanguineas de los pacientes con
CCR en comparacion con los controles sanos. Sin embargo, los niveles séricos de
ARNm de JAG1, PTGS2 y GUCY2C mostraron mayores diferencias entre los
pacientes con CCR vy los controles sanos que los detectados en las células sanguineas,
lo que indica que la utilizacién del suero puede representar una ventaja importante a
la hora de su utilidad en la practica clinica. Curiosamente, en el caso de PGF de detectd
una sobrexpresion en suero de pacientes con CCR que no pudo ser detectada en su
sangre.  Todos estos resultados previos, soportan la hipétesis de que la
sobreactivacién de la angiogénesis en la enfermedad del CCRm (Giampieri y cols.,
2020) conduce a una clara progresion de la enfermedad que puede estar mediada por
la modulacién, no de uno, sino de varios factores proangiogénicos que son regulados

positivamente. Estos factores pueden detectarse como ARNm circulante y por tanto
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abre la posibilidad para su uso como marcadores efectivos de la enferemdad (Figura

25).
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Figura 25. Esquema representativo del papel de JAG1, PTGS2, GUCY2C y PLGF en la angiogénesis tumoral.
PLGF (también denominado PGF) puede promover la angiogénesis en las células endoteliales vasculares al
unirse al receptor de VEGF (VEGFR1), aumentando asi la disponibilidad de VEGF A para la activacién de
VEGFR2. Esta molécula exhibe una mayor actividad quinasa para inducir la sefializacién que promueve la
angiogénesis y otros procesos que favorecer el crecimiento tumoral. La via Notch se activa mediante la unién
de JAGT, entre otros ligandos, al receptor en la superficie de la célula tumoral, liberando el dominio intracelular
de la membrana que se transloca al nucleo, donde forma un complejo para inducir la transcripcién de vatios
genes diana. Estos genes diana favorecen la angiogénesis sostenida durante el desarrollo tumoral. La
transcripcion de PTGS2 (también denominado COX2) induce la produccién de prostaglandina E2 (PGE2) por
las células tumorales, que pueden actuar de forma paracrina uniéndose a los receptores de prostaglandinas (EP1,
EP2, EP3 o EP4) en la célula endotelial (provoca proliferacion y angiogénesis) o de forma autocrina (aumenta
la angiogénesis y la promocién de tumores). En el CCR, el gen supresor de tumores GUCY2C (también
denominado GC-C) se sobrexpresa pero también puede mantenerse en un estado hipoactivado debido a la

falta de ligandos. Su alteracién modula la apoptosis y angiogénesis.

5.3 Biomarcadores en sangre periférica para CCRm: comparaciéon de
resultados

Son muchos los biomarcadores que han sido ensayados en CCR para determinar su
capacidad predictiva, prondstica o de respuesta al tratamiento incluyendo moléculas
ADN, ARN, proteinas, compuestos organicos volatiles, metabolitos y bacterias

fecales. Las determinaciones han sido realizadas en diferente medios o fluidos, pero
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es de gran relevancia que la determinacién pueda ser llevada a una practica clinica de
uso habitual. En este contexto y siguiendo un concepto amplio, la "biopsia liquida"
se esta convirtiendo en una metodologia esencial para el desarrollo de nuevos
marcadores (Yamada y cols., 2019). E1 ARN en sangre o suero ha mostrado un buen
rendimiento diagnostico y una alta sensibilidad para distinguir las diferentes etapas de
la enfermedad. Asi, en cancer de ovario, estudios recientes llevados a cabo mediante
RT-gqPCR y dPCR de las moléculas MACC1 y S100A4 en suero (proteina asociada a
metastasis en CCR y proteina de uniéon a calcio S100 A4, respectivamente) han
conseguido demostrar su correlacion con el diagnostico, la SLP y la SG de este tumor
(Link y cols., 2029). En lo que concierne al CCR, la qPCR del ARNm de la proteina
oncofetal HMGA2 sérica se pudo correlacionar significativamente con la enfermedad
habiendo sido propuesta como un nuevo marcador diagnéstico (Sahengbieke y cols.,
2018). Otros estudios previos han demostrado que los niveles séricos de ARNm de
SALL4 en pacientes con CCR se correlacionaron significativamente con el grado de
invasion y diferenciaciéon tumoral con alta sensibilidad y especificidad (96% y 95%,
respectivamente) (Ardalan y cols., 2015). De manera similar, el ARNm de la proteina
de membrana de tetraspanina 8 (TSPANS) en sangre total de pacientes con CCR
mostré una sensibilidad (83,6%) y una especificidad (58,2%) (AUC 0,751) notables
pudiendo diferenciar pacientes de donantes sanos (Rodia y cols., 2016). Esta proteina,
que entre otras funciones promueve la angiogénesis, se ha propuesto recientemente
como un objetivo potencial para la radioinmunoterapia de CCR (Maisonial-Besset y

cols., 2017).

En nuestro caso, como se ha comentado, los mejores resultados fueron obtenidos
con las muestras de suero de los pacientes con CCR. No obstante, es cierto que la
presencia de JAG1 en sangre mostré una notable capacidad discriminatoria (AUC
0,858) entre sujetos enfermos y sanos. Sin embargo, el rendimiento de la
determinacién de factores angiogénicos en suero fue mucho mayor. Asi, la
determinacién de PTGS2, GUCY2C y JAG1 mostraron valores de capacidad
discriminatoria notables. Encontramos particularmente relevante los estudios con
PTGS2 que mostré una AUC de 0,984 y los realizados con GUCY2C  con los que

se obtuvo una AUC de 0,896. Pocos estudios similares a este han sido realizados hasta
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la fecha. Hasta donde sabemos, la alta expresion de PTGS2 en el tejido tumoral del
CCR fue correlacionada con un aumento de la mortalidad (Ogino y cols., 2008). De
hecho, recientemente, la sobreexpresion de PTGS2 en tejido tumoral de 30 pacientes
con CCR, determinada mediante un inmunohistoquimica y qPCR, se asocié
estrechamente con los datos clinico-patolégicos de los pacientes, mostrando ademas
una expresion mas pronunciada en hombres que en mujeres (Negi, y cols., 2019).
Ademas, la expresion tisular de PT'GS2 parece estar asociada a una mayor mortalidad
en tumores con mutacion BRAF, lo que respaldarfa las funciones interactivas de la

expresion de PTGS2 y los estados de mutacion BRAF en el prondstico de pacientes

con CCR (Kosumi y cols., 2019)

Por otro lado, el gran estudio prospectivo multicéntrico ciego realizado por Waldman
y cols. (2009), que incluyé a 257 pacientes, demostréd que la determinaciéon del ARNm
de GUCY2C en suero se correlacionaba con la presencia de metastasis en pacientes
en estadio TNM II. Un importante estudio llevado a cabo por Wilson y cols. (2014)
determinando el ARNm (y la proteina) de GUCY2C en tejido tumoral y epitelios
normales de pacientes con CCR mediante RT-PCR (e inmunohistoquimica)
determiné una reduccion de 100 a 1000 veces de su expresion en el 85% de los
tumores en comparacion con la mucosa adyacente normal. Este hecho sugiere que el
CCR podria iniciarse a través de la pérdida de la expresiéon de GUCY2C vy alterando
los mecanismos homeostaticos que regulan las células del epitelio colorrectal.
Recientemente, el perfil de expresion de ARNm de GUCY2C en tejido ha ayudado a
estadificar los tumores primarios de CCR y detectar metastasis ocultas (Aka y colsl.,

2017).

Por dltimo, nuestros resultados muestran como JAGT1 fue el tnico biomarcador que
dio resultados positivos en sangre y suero. Asi, la determinaciéon del ARNm de JAG1
en ambas muestras, sangre y suero de CCR, arrojo resultados similares (AUC de 0,858
y 0,840, respectivamente) en comparacion con los controles. Este interesante
marcadort, ya conocido por su estrecha relacion con la regulacién de la angiogénesis,
ejerce importantes funciones pro-oncogénicas (Li y cols., 2014). De hecho, los

anticuerpos anti-JAG1 se han propuesto como una terapia avanzada para pacientes
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con cancer con una alta expresion tisular de JAG1 (Lopez-Arribillaga y cols., 2019).
En una cohorte de 158 pacientes con CCR y mediante deteccion inmunohistoquimica,
Sugiyama y cols. (2016) llegaron a demostrar que los niveles altos de expresion de
JAGT se asociaban a un mal prondstico a través de la promocién de la transicion
epitelial a mesenquimal y la proliferacion celular. Ademas, la expresion de ARNm de
JAGT1 analizada en tejido tumoral de 20 pacientes con carcinoma de células escamosas
(SCC), demostré que el aumento de su transcripcion se correlacioné
significativamente con una deficiente supervivencia general (Chang y cols., 2016).
Todavia queda por dilucidar numerosos aspectos las conexiones de Notch con otras
vias en la progresion del CCR. Sin embargo, un estudio reciente en las primeras etapas
de la carcinogénesis de colon asociada a la inflamacién demostré un aumento de la

expresion del receptor Notchl/Notch2 y del ligando Jagged (Afaloniati y cols., 2020).

5.4 Asociacion de biomarcadores génicos en la deteccion del CCR
metastasico:

La posibilidad de combinar biomarcadores de ARNm para mejorar el rendimiento en
el diagnéstico de CCR ha sido ensayada utilizando diferentes marcadores. Asf,
estudios en sangre de pacientes con CCR en los que se asociaron siete ARNm (anexina
A3, familia de dominios de lectina tipo C 4 (miembro D), lamina B1, gla rico en
prolina, factor de necrosis tumoral, receptor beta de vanina 1 e intetleucina 2) fueron
utilizados por Rodia y cols (2016) para detectar pacientes con CCR, aunque no con
resultados muy favorables. Previamente Marshall y cols. (2010), realizaron un estudio
con un panel de biomarcadores de ARNm (TSPANS, lectina galactésida de union
(cadena alfa 2 soluble 4 y coldgeno tipo I), obteniendo una especificidad/sensibilidad
del 67,16/92,54%, en la detecciéon del CCR. Curiosamente, la reciente inclusién del
gen CEACAM (molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno 6) en este
panel de biomarcadores ha mejorado notablemente el rendimiento, obteniéndose un
AUC de 0,88 y del 0,91 en diferentes grupos de pacientes (Rodia y cols., 2018).
Sorprendentemente, las diferentes combinaciones ensayadas con nuestros
biomarcadores tanto en suero como en sangre no proporcionaron ningun beneficio
adicional en cuanto a su capacidad discriminatoria. La falta de correlacion entre cada

biomarcador individual en el suero y las células sanguineas en nuestra poblacién de
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estudio apoya la idea de que la sangre completa y el suero pueden considerarse fuentes
de medicién independientes. Ademas, el resultado negativo al combinar nuestros
biomarcadores para mejorar su valor predictivo apoya la idea reciente que sugiere que
se deben configurar paneles con biomarcadores no correlacionados para intentar

obtener la maxima informacién sobre los pacientes (Kim y cols. 2021).

5.5 Biomarcadores génicos en CCR metastasico: correlaciones clinicas

La determinacion de los diferentes biomarcadores en CCR fue analizada con el objeto
de establecer posible correlaciones con parametros clinicos de interés que pudieran
ser aplicados en la practica clinica. Previamente, estudios in vitro mostraron que el
silenciamiento de JAG1 es capaz de reducir la capacidad de invasion de las células de
CRC, su tasa de crecimiento y la expresion de algunos marcadores de metastasis como
MMP-2 y MMP-9 (Dai y cols., 2014). Por el contrario, los pocos estudios in vivo
llevados a cabo sobre este marcador parecen indicar que una alta expresion de JAG1
se correlaciona con una escasa supervivencia en los pacientes con CCR (Arcaroli y
cols., 2016). Ademas, el aumento del nimero de copias del gen Notch (ligando de
Jagged-1) parece ser un factor de prondstico negativo para la supervivencia y se ha
asociado con un prondstico desfavorable después de la cirugfa de CCR (Sugiyama y
cols., 2016). En nuestro caso, el estudio de la relacién entre biomarcadores y
parametros clinicos en pacientes con CCR mostré que solo la determinaciéon de
JAG1-PGF en sangre mostré valores significativos para predecir la progresion de la

enfermedad.

En cuanto a la prediccién de la respuesta al tratamiento, la expresiéon del gen
GUCY2C en suero fue el que arroj6 los mejores resultados como biomarcador, siendo
util para predecir dicha respuesta tanto en los tratados con antiangiogénicos como en
aquellos tratados sin antiangiogénicos. Hste mismo enfoque también ha sido
estudiado por Giampieri y cols. (2020) en un analisis prospectivo usando terapia con
antiangiogénicos como de primera linea de tratamiento. Estos autores propusieron el
aumento temprano de los niveles circulantes de FGF-2 como un biomarcador para
los pacientes con mas probabilidades de beneficiarse de este tipo tratamiento. El

aumento de los niveles séricos de STRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado
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con TNF soluble en suero) también ha sido propuesto en CCR como un biomarcador
para evaluar precozmente la respuesta de pacientes tratados con agentes
antiangiogénicos (Bisgin y cols., 2012).

Finalmente, nuestro estudio refleja una supervivencia mas larga en pacientes CCR
metastasicos cuando la metastasis estaba presente en un solo 6rgano, lo que
concuerda con estudios previos que informaron que los pacientes con un solo sitio
metastasico tenfan un mejor pronoéstico que los pacientes con afectaciéon de maltiples

6rganos (Luo y cols., 2018).

5.6 Metabolitos como marcadores en CCR

El conocimiento cada vez mas profundo de la etiopatogenia del CCR y de como las
modulaciones genéticas y epigenéticas que acontecen en el tumor son esenciales para
su progresion, estan arrojando luz sobre el complejo fenémeno de reprogramacion
metabolica celular que es necesario para soportar una proliferacion celular continua.
Esta reprogramacion es la base de las modificaciones metabolémicas que acontecen
en los pacientes y que provocan la aparicién, aumento o descenso de ciertos
metabolitos en diferentes fluidos biolégicos que pueden ser usados como
biomarcadores (Hanahan y cols., 2011). De hecho, es conocida la alteracioén en la
actividad de ciertas enzimas cuando, por ejemplo, genes como RAS, PTEN, p53, HIF,
se ven afectados por mutaciones. La modulacién de la actividad de estos y otros genes
provoca una cadena de eventos metabdlicos que puede afectar el flujo glucolitico, las
fuentes de ATP, el ciclo de Krebs y el metabolismo de los lipidos (Armitage y cols.,
2017). Precisamente y en relacién al metabolismo de los lipidos, hay notables
evidencias que lo relaciona con la presencia de un CRC (Shen y cols., 2017). Estos
resultados, entre otros muchos, soportan la hipétesis de que la deteccion de
metabolitos y su uso como biomarcadores serd un elemento esencial para el

diagnéstico y seguimiento de diferentes tipos de cancer.

La metabolémica se presenta como una poderosa herramienta que es capaz de
detectar concentraciones minimas de moléculas de bajo peso molecular en fluidos de
pacientes y generar "huellas digitales metabdlicas" que determine la enfermedad. La

sensibilidad y la cobertura metabdlica de este proceso se ha incrementado al combinar
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la metabolémica con la espectrometria de masas de alta resolucién (Zhang y cols.,
2014). De hecho, diferentes estudios ya demostraron un metabolismo alterado en los
tejidos del CCR en comparacion con la mucosa normal (Denkert y colsl., 2008, Bi y

cols., 2000).

Los primeros analisis, se centraron el en zejido tumoral. Asi, Denkert y cols., (2008)
fue capaz de identificar un panel de 82 metabolitos, 25 de la sintesis de aminoacidos
y purinas y 57 del ciclo del acido tricarboxilico (TCA), que mostraban un
comportamiento diferencial entre el CCR yla mucosa normal, mientras que Chan y
cols, (2009) consiguié identificar metabolitos pertenecientes a fenémenos
relacionados con la tumorigénesis (hipoxia tisular, glucdlisis, biosintesis de
nucleétidos, metabolismo de lipidos/esteroides e inflamacién) capaces de
diagnosticar tumores e colorectales, diferenciar entre tumores de colon y recto,
aunque no de distinguir entre los diferentes estadios de Dukes. Los estudios de
Hirayama y cols., (2009), realizados sobre tejido tumoral, determinaron 94
metabolitos expresados diferencialmente en relacién al tejido normal. Su analisis
permitié concluir que este tejido tumoral posefa una glucolisis activada, una
fosforilacion oxidativa reducida y un aumento del catabolismo de proteinas
(degradaciéon autofagica) que provocaba una acumulacion significativa de todos los
aminoacidos (excepto la glutamina). Curiosamente, no se observaron diferencias en
los metabolitos derivados de la sintesis de nucleétidos. Autores como Williams y
cols., (2013, 2015) determinaron que vias metabolicas tan relevantes como las de
biosintesis de acidos grasos y poliaminas oxidativas y las glicoliticas se encontraban
alteradas en este tipo tumoral. Mas recientemente, los estudios de Loke y colsl. (2018)
en tejido tumoral mediante metabolémica de LC-MS y secuenciaciéon de rRNA 16S
no solo encuentra que un metabolito, el S-adenosil-1-homocisteina (SAH), esta
presente en alta concentracién en estos tumores, sino que hipotetiza sobre la
posibilidad de que la disbiosis microbioma puede ser una causa esencial en la

variacion en la localizacién del CCR.

Sin embargo, han sido los estudios de metabolomica en sangre y/o suero de los

pacientes con CCR los mas profusos en un intento de encontrar biomarcadores
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facilmente accesibles para esta enfermedad. Nishiumi y cols., (2012) estudiaron el
metaboloma sérico mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas
(GC/MS) de 60 pacientes con CCR y 60 voluntarios sanos, desarrollando un modelo
de predicciéon basado en la determinaciéon de 4 biomarcadores (2-hidroxibutirato,
acido aspartico, quinurenina y cistamina). Este modelo presenté una AUC,
sensibilidad, especificidad y precision del 0.9097, 85.0%, 85.0% vy 85.0%,
respectivamente, superando con creces la sensibilidad, especificidad y precisién de
CEA fueron (35,0%, 96,7% y 65,8% respectivamente) y las de CA19-9 (16,7%, 100%
y 58,3%, respectivamente). Por otra parte, Uchiyama y cols. (2017) informaron que
el suero de los pacientes con CCR presentaba unos niveles muy elevados de acido
benzoico que se propuso como un posible biomarcador diagnéstico de la enfermedad.
Recientemente, un estudio de metabolémica sérica de pacientes con CCR utilizando
RMN proporcioné una poderosa firma de CCR para predecir la SG de los pacientes
con CCR (Guy cols., 2019). El estudio se llevé a cabo en 40 sueros de pacientes con
CCR, 32 pacientes con polipos colorrectales y 38 controles sanos, determinando una
profunda activaciéon del metabolismo del piruvato y el metabolismo de los
glicerolipidos en los poélipos colorrectales y de la glucdlisis y el metabolismo de la
glicina, la serina y la treonina en el CCR. Estos autores determinaron la asociacion de
acetato y glicerol como una marca para distinguir polipos colorrectales de otros tipos
de lesiones. Asi, frente a CCR la AUC fue de 0,713. Por otra parte, establecieron los
niveles de lactato y citrato como la firma discriminativa para distinguir estos polipos
colorrectales, CCR y controles (pdlipo colorrectal frente a control: AUC 0,821;
polipo colorrectal frente a CCR: AUC 0,772; CCR frente a control; AUC 0,821).
Previamente, autores como Long y cols., (2017) habian validado la detecciéon de
niveles circulantes de xantina, hipoxantina y D-manosa como biomarcadores para
distinguir a los pacientes con poélipos colorrectales y CCR de aquellos sin cancer.
Algunos autores han disefiado con éxito paneles de metabolitos que son capaces de
determinar el pronéstico de la enfermedad en estadio II (Farshidfar y cols., 2016),
hecho relevante, ya que se sabe que los CCR en este estadio reaparecen de forma
temprana (Salazar y cols. 2011), y por tanto podtia servir para identificar un subgrupo
que podria beneficiarse de una QT adyuvante. Cémo ha demostrado Liu y cols.,

(2019) recientemente, tanto la deteccion de miARN sérico (combinaciéon miR-21,
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miR-29a, miR-92a y miR-125b; AUC 0,952) como el analisis metabolomico mediante
GC/MS (AUC 1,0) presentaron una alta eficiencia para el diagnéstico del CCR en
comparaciéon con los biomarcadores clasicos CEA y CA19-9 (0,808 y 0,705,

respectivamente).

No estan dilucidados los mecanismos por los que una célula tumoral de CCR altera
su metabolismo dando lugar a la aparicién de diferentes biomarcadores. Sabemos que
la tumorigénesis conlleva una reprogramacion que implica aumento de la glucdlisis, el
ciclo del TCA, de la cisteina y el metabolismo de la metionina y que estos cambios
podrian estar mediados por la via de sefializacién Wnt, una via frecuentemente
alterada en este tipo tumoral (Pate y cols., 2014). Ademas de esta via, en la etapa de
adenoma, existe una sobrexpresion de MYC (probablemente inducido por Wnt) que
modula la sintesis de nucleétidos y acidos grasos y reduce la expresion de genes
relacionados con el metabolismo mitocondrial (como PGC-1a) (Satoh y cols., 2017).
La alteracion en el metabolismo de los lipidos parece ser una constante en los estudios
de CCR, incluyendo una mayor sintesis de acidos grasos, mayor elongacién de los
acidos grasos saturados, y procesos de desaturacion y polinsaturacion (Pakiet y cols,
2019). Las mutaciones de KRAS también parecen mejorar la supervivencia de las
células ante una depleciéon de glucosa (Miyo y colsl, 2016). Por dltimo,
investigaciones recientes apuntan hacia la relevancia del microbioma en las vias

metabolicas que son alterados en las células que inician el cancer (Garza y cols., 2020).

5.7 Determinacion de una nueva huella metabolémica en CCRm

Diferentes investigadores han realizado estudios para caracterizar las alteraciones
metabolomicas del CCR. En general estos estudios estan influenciados por
numerosos factores, incluido el tipo de muestra, el procedimiento analitico, el
tratamiento de datos, la composicion de la cohorte y las técnicas instrumentales y de
separacion utilizadas. Esto explicaria los resultados tan variables que se han obtenido
en CCR (Moco y colsl., 2007). Ademas, pocos son los estudios que han explorado
este tipo de biomarcadores en CCRm. Todo ello habla de la necesidad de seguir
avanzando en el disefilo de novedosos enfoques metaboléomicos que permitan

identificar nuevos marcadores para CCRm.
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En nuestro caso, se seleccion6 LC-MS como plataforma analitica por haberse
convertido en los dltimos afos en la técnica de eleccion en los estudios de
metabolomica. Esta tecnologia posee una mayor sensibilidad y amplia la gama de
metabolitos detectables en comparacion con la RMN, la primera plataforma analitica
utilizada para la medicién de metabolitos en una muestra biolégica (Nicholson y cols.,
1999). La seleccion del modo cromatografico (fase inversa o HILIC) determiné la
clase de compuestos susceptibles de separacién, y se eligié una columna de fase
inversa para lograr la separacion de metabolitos medio polares y apolares (Cajka y
cols., 2016). Asi, los hallazgos del proceso cromatografico fueron satisfactorios tanto
del grupo control como de los pacientes afectos de CCR, ya que permitieron obtener
una clara separacién entre metabolitos con polaridad media  (fosfolipidos,
lisofosfolipidos y esteroides) de aquellos que presentaban una alta polaridad (algunos

aminoacidos y aztcares) o los que no presentaron polaridad alguna.

Los postetiores anadlisis quimométricos realizados a las muestras obtenidas dieron
como resultado la selecciéon de  cinco variables (metabolitos) que en principio
cumplieron los criterios establecidos para poder ser considerados como posibles
biomarcadores de CCRm. El complejo proceso de identificacién de estos
biomarcadores (bases de datos, férmula molecular, interpretacioén del espectro de
fragmentacién experimental, bases de datos espectrales, estindares comerciales)
permitieron una  identificacion precisa de la esfinganina (esfingolipido), PC
(glicerofosfolipido) y DEA (endocannabinoide) y una identificacién muy avanzada
de Galal-3 (Fucal-2) Galf1-4GlcB-Cer (estingolipido) y PE (glicerofosfolipido) a
falta de la existencia de un estandares comercial para su comparaciéon. Los estudios
que intentaron relacionar los biomarcadores obtenidos mediante metabolémica y los
datos clinicos (analisis ROC) demostraron una asociacion significativa de los mismos
con la presencia de CCRm, sugiriendo su posible uso como biomarcadores
diagnésticos. Sin embargo, fue la combinacién de los cinco marcadores (huella
metabolomica) la que mostré el mayor poder discriminativo para este estadio de la
enfermedad en relacion a los pacientes control. Recientemente, otros autores, como

Zhang y cols., 2020, han realizado un estudio similar al nuestro mediante
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cromatografia de gases y espectrometria de masas aunque solo en el suero de 22
pacientes de CCR, 23 pacientes cancer rectal y 45 voluntarios sanos. Sus resultados
determinaron que la combinacién de los metabolitos d-glucosa y d-manosa fue eficaz
para el diagnodstico de CCR (AUC 0,805), mientras que la asociaciéon de acido 2-
aminobutanoico, 3-hidroxipiridina, d-glucosa, d-manosa, isoleucina, I-triptéfano, urea

y acido arico (AUC 0,889) lo fueron para el diagnéstico de cancer rectal.

Hoy, estamos todavia muy lejos de comprender la relacion existente entre los
hallazgos metabolomicos en el suero en pacientes con CCR y el desarrollo del proceso
metastdsico. Entre los pocos estudios existentes, Satoh y cols., (2017), compararon el
metabolismo del tumor primario con el del metastasico, encontrando modificaciones
en la expresion de enzimas que actian sobre acidos grasos de cadena larga (como
la CoA ligasa) y relacionandolos con las caracteristicas invasoras y migratorias de la
células tumorales. Recientemente, Kuo y cols., 2019, han demostrado una mayor
expresion de GLUT3 y PKM2 en células de CCRm a través de la via YAP, via que
esta asociada a las metastasis en ganglios linfaticos a través de la regulacion positiva
de la oxidacién de acidos grasos (Lee, y cols., 2019). Parece que el metabolismo de la
oxidacién de los acidos grasos esta muy relacionado con las CTC colorrectales que
sobreexpresan enzimas de esta via, como CPT1A, esenciales para su supervivencia
(Wang y cols., 2018). Ademas, se ha descubierto que el metabolismo del folato y la
cistina son esenciales para las lineas celulares de CCRm de los ganglios linfaticos y del
higado (Tarragé-Celada y cols., 2021). Por dltimo, algunos autores han intentado
establecer patrones metabdlicos en células metastasicas de CCR localizadas en el
higado (Loo y cols., 2015). En este sentido, se ha observado como estas células
inducen la fosforilacion de la creatina mediante la secrecién de creatina quinasa B
(CKB) e importan la fosfocreatina resultante a través de transportadores (como
SLC6AS) usandola para generar ATP y, por tanto, energia para el mantenimiento de
su proliferacién. Seran necesarias nuevas y mas profundas investigaciones para una
compresion acertada de las modificaciones metabdlicas que acontecen en las células

metastasicas de CCR.

5.8 Presencia de endocannabinoides en la huella metabolomica de CCRm
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Aunque la presencia del endocannabinoide DEA en la “huella metabolémica”
encontrada para CCRm pueda sorprender, se ha informado previamente de la amplia
funcionalidad que estas moléculas poseen en determinadas zonas del tracto
gastrointestinal y especialmente, en las diferentes regiones del colon. Curiosamente,
en un reciente estudio sobre la metabolomica del tejido coldénico de colon ascendente
y descendente se identificaron diferencias para los metabolitos de la via
endocannabinoide de ambas zonas. Los endocannabinoides especificos, como la
oleoiletanolamida monoinsaturada, la palmitoiletanolamida saturada y la
linoleoiletanolamida poliinsaturada mostraron una mayor abundancia relativa en

colon ascendente en comparacion con el colon descendente (Baxter y cols., 2020).

Asi, algunos autores han podido demostrar que estas moléculas provocan una
significativa inhibicién de la capacidad de proliferacion de células epiteliales de estas
regiones intestinales a través de la actuacion sobre receptores CB1 (Ligresti y cols
2003). En nuestro estudio, los niveles de endocannabinoides se mostraron mas
reducidos en las muestras de CCR que en las muestras control. Esto podria hacer
pensar que la sobreexpresion de la serina hidrolasa monoacilglicerol lipasa (MAGL)
en CCR, una enzima una enzima clave en el metabolismo endocannabinoide, podria
estar implicada en este hallazgo. De hecho, se ha demostrado que una reduccién de
la expresion de MAGL produce una reduccion del crecimiento tumoral a través de la

ciclina D1 y/o inhibicién de la expresion de Bel-2 (Ye y colsl., 2011).

5.9 Esfingolipidos y glicerofosfolipidos: potenciales marcadores de CCR

Los esfingolipidos son componentes clave de las membranas bioldgicas y estan
involucrados en numerosos procesos relacionados con la progresion tumoral (Gault,
y cols., 2010; Hannun y cols., 2017), incluida la inhibicién del crecimiento de células
tumorales y la induccién de apoptosis (Reichlin y cols., 1969). Asi, Ahn y cols. (2000,
2010) ya mostraron como la esfinganina es capaz de inducir apoptosis en las células
de CCR mediante la parada del ciclo celular en la fase G2/M. Ademas, esta clase de
lipidos estan estrechamente relacionados con la via WNT/B-catenina, una de las vias
que se ha demostrado, puede estar alterada en CCR (Garcia-Barros y cols., 2014).

Estos hallazgos soportarfan la hipétesis de que una inhibicién (regulacion negativa)
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de las vias antes mencionadas, resultarfa en una baja concentraciéon de los
esfingolipidos que podria favorecer la progresion de la enfermedad incluyendo el
desarrollo de metastasis. De hecho, esfingolipidos del tipo SphK1 juegan un papel
relevante en la progresion del CCR y la supervivencia del paciente. De hecho, algunas
estrategias terapéuticas proponen combinar la inhibicién de SphK1 con agentes
quimioterapéuticos actuales para mejorar los resultados de su tratamiento (Tan y cols.,

2014).

Nuestros resultados determinan una modulacién de dos esfingolipidos que estan N-
acilados por la ceramida sintasa (CetS) (Gault y cols., 2010) y que ya han mostrado
concentraciones aumentadas en CCR (Sridevi y cols., 2009; Chen y cols., 2015). En
este contexto, algunos estudios apuntan hacia la posibilidad de que la inhibicién de
CetS o la aplicaciéon de andlogos de ceramida promueve la apoptosis de células de
CCR humano (Selzner y cols., 2001). Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que una
disminucién de las concentraciones de esfinganina podrian estar relacionado con el
aumento de las concentraciones de CerS (Tanaka y cols.,, 2014). Ademas, la
interaccién entre las ceramidas y los endocannabinoides también parece ser crucial
para la progresion del cancer, dado que los cannabinoides regulan las vias metabdlicas
de los esfingolipidos al promover el agotamiento de la esfingomielina y aumentar

notablemente las concentraciones de ceramida.

Por ultimo, el metabolismo desregulado de la colina se ha asociado con la oncogénesis
y la progresion tumoral (Glunde y cols., 2011). Varias enzimas estan involucradas en
la alteracion de las vias de la colina, incluidas las glicerofosfocolina fosfodiesterasas
(GDPD) (Glunde y cols., 2015). Estas enzimas escinden la glicerofosfocolina (GPC)
para formar glicerol-3-fosfato y colina, y su sobreexpresion se ha relacionado con la
migracion de las células tumorales y con la produccién de metastasis (Marchan y cols.,
2012; Stewart y cols., 2012; Cao y colsl., 2012). Ademas, el silenciamiento de GDPD
puede aumentar las concentraciones de GPC y PE (Wijnen y cols., 2018). Por tanto,
niveles elevados de GDPD en CCR metastasico podrian estar asociados a niveles
reducidos de GPC y PE. De hecho, alteraciones de ambas moléculas han sido

previamente descritas en CCR (Shen y cols., 2017). Debemos destacar que ninguno
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de los marcadores identificados en nuestro estudio se ha relacionado previamente con
este tumor (Erben y cols., 2018) con eexcepcion de LPC (18:1). Curiosamente, se ha
descrito una disminucién significativa en LPC (18:1) en CCR no avanzado (Zhao y
col., 2007) mientras que nuestros resultados demuestran su aumento en pacientes con
CCRm, lo que sugiere que este metabolito es un candidato potencial para ser analizado

con mayor profundidad como marcador de progresion de la enfermedad.

5.10 Metaboléomica en otros fluidos corporales: nuevas posibilidades de
diagnédstico de CCR

A pesar de que los principales estudios para la bisqueda de biomarcadores a través
de metabolitos se han realizado en suero de pacientes CCR, otros fluidos han sido
también utilizados, no pudiéndose descartar que sean estos los que quizas lleguen a
su aplicacién en la practica clinica. Asi, el perfil de metabolémica de la orina puede
ser una herramienta muy valiosa para deteccion de adenoma colorrectal avanzado y
el CCR en estadio temprano. Un primer estudio piloto de metabolémica en orina de
pacientes con CCR revel6 un mayor nivel de compuestos de bajo peso molecular (283
y 234) (May cols., 2009). Mas recientemente, Wang y cols., (2017) demostré mediante
RMN como 16 biomarcadores podian servir para detectar un estadio precoz de CCR,
estadio en el que se encontraron concentraciones crecientes de un grupo de
metabolitos (acetoacetato, cis-aconitato, glutamina, trans-aconitato, guanidoacetato y
homocisteina) y decrecientes de otro grupo de metabolitos (colina, creatinina,
asparagina, alanina, dimetilsulfona, isocitrato/hipurato/cisteina/fenilalanina y
metilamina). Otros perfiles de metabolémica en orina también se han propuesto para
diagnosticar pacientes con CCR, incluyendo la determinaciéon de los grupos de
metabolitos alanina, valina, 3-aminoisobutirato y taurina, por una parte, y glicerol,
treonina, ascorbato, hipurato, citrato y creatinina, por otra, grupos que se encontraron
en concentraciones elevadas y reducidas, respectivamente, en los pacientes con CCR

en relacion con los controles sanos (Kim y cols., 2019)
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6.

. EI ARNm de los genes implicados en el proceso angiogénico [AGT, PTGS2

y GUCY2C en muestras de sangre periférica de pacientes con CCRm, esta
sobreexpresado de forma estadisticamente significativa en relacién a los casos

control.

. Los niveles de ARNm de los genes [AGT, PIGS2, GUCY2C y PGF en

muestras suero de pacientes con CCRm, mostraron un incremento

estadisticamente significativo en relacion a los casos control.

Los niveles de ARNm circulante de todos los genes analizados fueron
significativamente mayores en el suero de los pacientes con CCRm que en las
muestras de sangre, siendo el ARNm de PTGS2 en suero el que present6 una

mayor capacidad de discriminacién (AUC 0,984).

En las muestras de sangre de pacientes con CCRm, sélo el mRNA de [AGT

mostré una capacidad discriminativa relevante (AUC 0,858)

En las muestras de suero, los ARNm de GUCY2C y JAG1 también
mostraron una alta capacidad de discriminacion (AUC 0.896 y  0.840,

respectivamente).

Ninguna de las combinaciones de biomarcadores ensayadas, tanto en sangre
como en suero, fueron capaces de mejorar la capacidad de discriminacion

obtenida por los biomarcadores aislados.
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Solo la expresion de GUCY2Cy la combinacion GUCY2C/ PTGS2 en el suero
de los pacientes con CCRm se correlacion6 significativamente con la respuesta

al tratamiento.

La utilizacién de metabolémica no dirigida mediante LC-HRMS en suero
permitié identificar cinco metabolitos (un endocannabinoide, dos
glicerofosfolipidos y dos esfingolipidos) con niveles significativamente

diferenciados entre los pacientes CCR m y los controles.

Los analisis ROC confirmaron que la combinacién de los cinco metabolitos
constituyen la “huella metabolémica” con el mayor poder discriminativo para

pacientes con CCRm.
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