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RESUMEN:
USO DE PROTEOMICA PARA LA DETERMINACION
DE BIOMARCADORES EN CANCER
COLORRECTAL PRECOZ

El cancer colorrectal (CCR) es el cuarto mas frecuente a nivel mundial y la tercera
causa de muerte relacionada con céancer. En las ultimas décadas su incidencia esta en
aumento, aunque acompanada de un descenso de la mortalidad. Este descenso en la
mortalidad se debe a la implementacién de los programas de cribado, la mejora en los
tratamientos antineoplésicos, el desarrollo de biomarcadores y a las terapias dirigidas.

El 80% de los pacientes con cancer de colon (CC) se diagnostican en estadios
localizados o localmente avanzados (estadios I, II y III) donde la cirugia es el tratamiento de
eleccion. A pesar de los avances en el conocimiento de la biologia del cancer y del CC
especificamente, la supervivencia a los 5 afios tras la cirugia de los pacientes con CC en
estadios II y III se sitiia en torno al 45-83% y la administracion de un tratamiento adyuvante
tras la cirugia ha demostrado un aumento de la supervivencia de apenas un 8% a los 8 afios.
La quimioterapia adyuvante ha demostrado una reduccion del riesgo de recaida en un 30%
en los estadios III, pero su beneficio en estadios mas precoces no esta tan claro. La indicacion
de un tratamiento adyuvante en los CC estadio II se basa de manera exclusiva en la presencia
de factores de riesgo clinicos como: a) menos de 12 ganglios linfaticos regionales analizados,
b) presencia de invasion linfovascular o perineural, ¢) histologia de adenocarcinoma
probremente diferenciado, d) diagnoéstico inicial en forma de obstruccion o perforacion y/o
e) un estadiaje patoldgico T4. Por ello, es necesario poder seleccionar aquellos pacientes con
estadios precoces de la enfermedad que se podrian beneficiar més de un tratamiento
adyuvante, asi como, determinar también si existe algin marcador predictor de mal
pronostico en pacientes con estadios mas avanzados.

Con el fin de realizar un tratamiento mas preciso, es necesario poder seleccionar
aquellos pacientes con estadios precoces de la enfermedad que se podrian beneficiar mas de
un tratamiento adyuvante, asi como, determinar también si existe algin marcador predictor
de mal prondstico (biomarcadores), mas alla de la anatomia patoldgica y de los factores de
riesgo clésicos en los que se apoyan las indicaciones actuales, que pueda ser Util también en
pacientes con estadios mas avanzados.

En este trabajo se parti6 de la hipotesis de que el estudio retrospectivo mediante
técnicas de protedmica diferencial de muestras de cancer de colon (CC) incluidas en parafina
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de pacientes en distintos estadios, permitird identificar algun/as proteina/s asociada/s a un
curso clinico particularmente agresivo. Esta/s proteina/s podria considerarse un biomarcador
para los pacientes con CC en estadio localizado y localmente avanzado que podrian
beneficiarse de un tratamiento complementario a la cirugia.

Como objetivo principal se establecio la identificacion mediante técnicas de
protedmica de un/os biomarcador/es de mal prondstico que permitan seleccionar pacientes
con CC en estadios I, I y III de alto riesgo. Los objetivos secundarios fueron: a) Definir las
caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio que se asocian o no a recaida
en < 5 afios desde la cirugia (se considerd recaida a la reaparicion de la neoplasia localizada
o a distancia en < 5 afios desde la cirugia); b) Definir las caracteristicas patologicas de los
tumores de los pacientes incluidos en el estudio que se asocian o no a recaida en < 5 afios
desde la cirugia; c) Determinar las alteraciones moleculares (inestabilidad de microsatélites
[MSI], mutaciones de genes RAS'y del gen BRAF) en los tumores de los pacientes incluidos
en el estudio que se asocian o no a recaida en < 5 anos desde la cirugia; y d) Evaluar mediante
protedmica la expresion diferencial de proteinas en funcion de la lateralidad del CC.

Se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo de una serie de pacientes mayores de
18 afios, intervenidos en el Complejo Hospitalario Universitario de Ourense (CHUO) entre
2010 y 2020, que tenian en el momento de la cirugia un diagnostico de CC en estadios I, II
y Il y un seguimiento clinico de al menos 60 meses tras el diagnostico. En una primera fase
se evaluaron los factores clinicos de riesgo clasicos como el tipo de cirugia, localizacion del
tumor, tamafio tumoral, invasion vascular, invasion perineural, tipo y subtipo tumoral, grado
de diferenciacion, nimero de ganglios evaluados, nimero de ganglios metastasicos, depositos
tumorales, metastasis a distancia, obstruccion o perforacion al diagnéstico, estado de los
margenes quirdrgicos, estadio tumoral, si ha recibido o no tratamiento complementario, asi
como los niveles séricos prequirtirgicos de antigeno carcinoembrionario (CEA) en el momento
del diagnostico. En los tumores de los pacientes se investigo la expresion inmunohistoquimica
de las proteinas de genes reparadores del apareamiento (MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6), la
proteina p53 y de los factores de transcripcion CDX2 y SATB2. También se investigo el estado
mutacional de los genes BRAF, NRAS, KRAS'y el promotor de TERT. En una segunda fase se
realiz6 un andlisis de protedmica diferencial, tanto cuantitativa (SWATH-MS) como
cualitativa (DDA), para evaluar el riesgo de recaida en pacientes con CC localizado. Para
analizar el impacto en la supervivencia se compararon estadisticamente las muestras de
tumores de pacientes intervenidos de un CC localizado, libres de enfermedad a los 5 afios,
frente a las muestras de pacientes que habian presentado recaida durante los 5 primeros afios
tras la cirugia.

Al evaluar los resultados en relacion con los factores clinicos se evidencié que la
realizacion de una cirugia urgente, el debut del tumor como una obstruccién o perforacion y
la presencia de invasion linfovascular o perineural se asociaron significativamente a una
menor supervivencia, confirmandose como factores clinicos de mal prondstico. De acuerdo
con la literatura, también la recaia a nivel hepatico y peritoneal implicé un peor prondstico
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en nuestra serie frente a la recaida pulmonar o ganglionar exclusiva. Aunque el estudio tiene
algunas limitaciones relativas como su caracter retrospectivo y el niimero de casos, la
concordancia de los datos clinico-patoldgicos de nuestra serie con los datos de la literatura
avalo la representatividad para el estudio protedmico.

La evaluacion del CEA sérico, la expresion inmunohistoquimica de p53, los
marcadores de diferenciacion CDX2 y SATB2, asi como el indice de proliferacion (Ki-67)
no permitié discriminar entre los grupos de pacientes con y sin recaida. Tampoco la presencia
de mutaciones en BRAF, NRAS, KRAS y TERT evidenci6 implicaciones prondsticas.

Por el contrario, el andlisis protedmico cuantitativo ha identificado como posibles
biomarcadores de riesgo de recaida el aumento de la expresion de las proteinas integrina B1,
FBN1, CACYBP, TUFM, SLC25A5 y la disminucion de las proteinas EEF1D, EEF1G,
A2M, APOH, ATP5FIB, CTGS, CYCS, DDOST, EEF2, FAU, HSP90AA1, HSPAS,
KHSRP, H4C6, SERPING1, XRCC5 en el tumor primario.

Ademas, se ha detectado que existe una expresion diferencial de las proteinas en
funcién de la localizacion anatémica del tumor en el colon. Las proteinas EEF1D, EEFIG,
RPL14, TKT, LDHA, GSTOL1, ENOI, EIF4A1, A2M, APOH, CTSG, DDOST, EEF2, FAU,
HSPAS, HSP90OAA1, HSPAS, KHSRP, KNGI1, ACAA2; MPO, AZU1, COPA, COPBI,
H4C6, XRCCS5, DHX9, ALDH2, CRB1, SERPINC1, SERPINGI1, SLC25AS se encontraron
mas expresadas en los tumores localizados en el lado derecho, mientras que las proteinas
FBNI1, ATP5F1B, EIF2S1, TUFM, ALDOC, HMGCS2, PARP1, CACYBP se encontraron
mas expresadas en los tumores localizados en el lado izquierdo.

La evaluacion de los datos obtenidos teniendo en cuenta tanto la recaida como la
localizacién del tumor, ha permitido identificar una serie de proteinas que podrian
considerarse marcadores de riesgo de manera exclusiva en los tumores localizados en el lado
derecho y en el izquierdo. La infraexpresion de RACKI, RPL14, GSTO1, HMGCS2,
ACAA2,ACADVL, DHX9, ALDH2, CRB1, KNGI1,AKR1A1, HPX, SERPINCI se postula
como posibles biomarcadores de riesgo de recaida en los tumores localizados en el lado
derecho, mientras que la infraexpresion de COPA seria un posible biomarcador de riesgo en
los tumores localizados en el lado izquierdo.

El andlisis cualitativo identifico 48 proteinas expresadas de manera exclusiva en el
grupo Sin Recaida y 302 proteinas expresadas de manera exclusiva en el grupo Recaida. Se
han identificado como posibles biomarcadores de mal pronostico la presencia de las
proteinas EIF3B, EIF3D, EIF3F, EIF4G1, EIF4H, EIF5, COX5B, COX6B1, NDUFA4,
LARSI1, EPRS1, SF3B1, SNRPA1, GBE1l, UGP2. GYS1, SARIA, PDCD6, TRRAP,
RUVBL1/2, LAMAS, ITGA6, NT5, HK3, C1S, CES2, CST1, CST2, PLG, S100A10,
SSRP1, ECHS1, MCCC2, MMP9, SUPT6H, THBS2, S100A14, GPX2, GPX3, PPP2RI1A,
RPL32, TST, CES1, AP2M1, PSMC1, PSMDI11, HEXB, PSMB4, DSG3, PREP, APEH.
También postulamos como posibles biomarcadores de buen prondstico la deteccion de las
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proteinas M3K9, AKR7A, SLPI, GSTM1, Galectina-7, ABAT, LSAMP, RTN1, LYPDS,
CADM2, FBX030, GGH, ATP6V0A1, CYRIB, DUX4, NDRG?2.

Puede concluirse que el estudio clinico-patoldgico, inmunohistoquimico y molecular
de los tumores de los pacientes con CC confirm¢ la perforacion intestinal, la obstruccion, la
invasion linfo-vascular y la invasion perineural como marcadores independientes de peor
pronostico, validando la representatividad de esta serie. Ademas, el andlisis protedmico
evidencid biomarcadores de riesgo de recaida tanto independientes como dependientes de la
lateralidad del tumor, asi como biomarcadores de buen prondstico.

Los resultados del presente estudio permiten ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos implicados en los procesos de diseminacion del cancer de colon, mejorar la
seleccion de los pacientes candidatos a tratamiento adyuvante tras la cirugia, asi como
establecer nuevas estrategias terapéuticas.

Palabras clave: cancer de colon, protedémica, biomarcadores.
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RESUMO:
USO DA PROTEOMICA PARA A DETERMINACION
DE BIOMARCADORES EN CANCRO
COLORRECTAL PRECOZ

O cancro colorrectal (CCR) € o cuarto cancro mais comin no mundo ¢ a terceira
causa de morte relacionada co cancro. Nas ultimas décadas, a sta incidencia foi aumentando,
ainda que acompafiada dunha diminuciéon da mortalidade. Este descenso da mortalidade
débese & implantacion de programas de cribado, mellora dos tratamentos antineoplasicos,
desenvolvemento de biomarcadores e terapias dirixidas.

O 80% dos pacientes con cancro de colon (CC) son diagnosticados en estadios
localizados ou localmente avanzados (estadios I, II e III) onde a cirurxia ¢ o tratamento de
eleccion. A pesar dos avances na nosa comprension da bioloxia do cancro, e especificamente
do CC, a taxa de supervivencia a 5 anos despois da cirurxia para pacientes con CC en estadio
IT e III ¢ de arredor do 45-83%, e demostrouse que a terapia adxuvante despois da cirurxia
aumenta a supervivencia s6 nun 8% aos 8 anos. Demostrouse que a quimioterapia adxuvante
reduce o risco de recaida nun 30% no estadio III, pero o seu beneficio en estadios anteriores
¢ menos claro. A indicaciéon de tratamento adxuvante no CC estadio II baséase
exclusivamente na presenza de factores de risco clinico como: a) menos de 12 ganglios
rexionais analizados, b) presenza de invasion linfovascular ou perineural, ¢) histoloxia de
adenocarcinoma pouco diferenciado, d) diagnoéstico inicial en forma de obstrucién ou
perforacion e/ou estadificacion patoloxica e/ou T44. Polo tanto, ¢ necesario poder
seleccionar aqueles pacientes con estadios iniciais da enfermidade que madis poderian
beneficiarse do tratamento adxuvante, asi como determinar se existen marcadores preditivos
de mal pronostico en pacientes con estadios mais avanzados.

Para ofrecer un tratamento mais preciso ¢ necesario poder seleccionar aqueles
pacientes con estadios precoces da enfermidade que mais poderian beneficiarse do
tratamento adxuvante, asi como determinar se existen marcadores predictivos de mal
prondstico (biomarcadores), mais alo da anatomia patoldxica e dos clédsicos factores de risco
nos que se basean as indicacidns actuais, que tamén poderian ser utiles en pacientes con
estadios mais avanzados.

Este traballo baseouse na hipdtese de que o estudo retrospectivo mediante técnicas
protedomicas diferenciais de mostras de cancro de colon (CC) incluidas en parafina
procedentes de pacientes en diferentes estadios, permitird a identificacion dalgunha/s
proteina/ asociada/s a un curso clinico especialmente agresivo. Esta/s proteina/s poderian
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considerarse un biomarcador para pacientes con CC localizado e localmente avanzado que
poderian beneficiarse dun tratamento complementario 4 cirurxia.

O obxectivo principal foi identificar, mediante técnicas protedmicas, un ou varios
biomarcadores de mal progndstico que permitan seleccionar pacientes con CC nos estadios
I, II e III alto risco. Os obxectivos secundarios foron: a) Definir as caracteristicas clinicas
dos pacientes incluidos no estudo que se asocian ou non con recaida en < 5 anos desde a
cirurxia (considerouse recaida a reaparicion da neoplasia localizada ou a distancia en < 5
anos desde a cirurxia); b) Definir as caracteristicas patoloxicas dos tumores dos pacientes
incluidos no estudo que se asocian ou non con recaidas en < 5 anos despois da cirurxia; c)
Determinar as alteracions moleculares (inestabilidade microsatélite [MSI], mutaciéns do
xene RAS e do xene BRAF) nos tumores dos pacientes incluidos no estudo que se asocian
ou non con recaida en < 5 anos desde a cirurxia; e d) Avaliar mediante proteémica a
expresion diferencial das proteinas en funcion da lateralidade do CC.

Realizouse un estudo descritivo retrospectivo sobre unha serie de pacientes maiores
de 18 anos, operados no Complexo Hospitalario Universitario de Ourense (CHUO) entre os
anos 2010 e 2020, que tifian un diagnostico de CC en estadios I, II e III no momento da
intervencion e un seguimento clinico de polo menos 60 meses despois do diagnostico. Nunha
primeira fase, avalidronse os factores de risco clinicos clasicos, como o tipo de cirurxia,
localizacion do tumor, tamafio do tumor, invasion vascular, invasion perineural, tipo e
subtipo de tumor, grao de diferenciacion, nimero de ganglios avaliados, nimero de ganglios
metastdsicos, depositos tumorais, metastases distantes, obstrucién ou perforacion no
diagnéstico, estado dos marxes cirurxico, estadio tumoral, se recibiu ou non un tratamento
complementario, asi como os niveis séricos precirirxicos de antixeno carcinoembrionario
(CEA) no momento do diagndstico. Nos tumores dos pacientes, investigouse a expresion
inmunohistoquimica das proteinas de xenes de reparacion do apareamento (MLH1, PMS2,
MSH2 e MSH6), a proteina p53 e os factores de transcricion CDX2 e SATB2. Tamén se
investigou o estado mutacional dos xenes BRAF, NRAS, KRAS e do promotor TERT. Nunha
segunda fase, realizouse unha andlise proteémica diferencial, tanto cuantitativa (SWATH-
MS) como cualitativa (DDA), para avaliar o risco de recaida en pacientes con CC localizada.
Para analizar o impacto na supervivencia, compararonse estatisticamente mostras de tumores
de pacientes que se someteron a cirurxia por CC localizada e que estaban libres de
enfermidade aos 5 anos con mostras de pacientes que recaian durante os primeiros 5 anos
despois da cirurxia.

A hora de avaliar os resultados en relacion cos factores clinicos, foi evidente que a
realizacion de cirurxia urxente, a aparicion do tumor como obstrucion ou perforacion e a
presenza de invasion linfovascular ou perineural se asociaron significativamente cunha
menor supervivencia, confirmando istos como factores clinicos de mal prondstico. Segundo
a bibliografia, as recaidas hepaticas e peritoneais tamén provocaron un peor progndstico na
nosa serie en comparacion coa recaida pulmonar ou dos ganglios linfaticos s6. Ainda que o
estudo presenta algunhas limitacions relativas como o seu caracter retrospectivo e o niimero
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de casos, a concordancia dos datos clinico-patoloxicos da nosa serie cos datos da literatura
avalou a sua representatividade para o estudo protedmico.

A avaliacion do CEA sérico, a expresion inmunohistoquimica de p53, os marcadores
de diferenciacion CDX2 e SATB2, asi como o indice de proliferacion (Ki-67) non permitiu
discriminar entre os grupos de pacientes con e sen recaida. A presenza de mutacions en
BRAF, NRAS, KRAS e TERT tampouco mostrou implicacions prognosticas.

Pola contra, a andlise protedmica cuantitativa identificou como biomarcadores
potenciais de risco de recaida o aumento da expresion das proteinas integrina B1, FBNI,
CACYBP, TUFM, SLC25AS5 e a diminucion das proteinas EEF1D, EEF1G, A2M, APOH,
ATPSF1B, CTGS, CYCS, DDOST, KEF25A1, EEFSPPAHS, DDOST, EEFSPPAHSI,
H4C6, SERPING1, XRCCS5 no tumor primario.

Ademais, detectouse unha expresion diferencial de proteinas dependendo da
localizaciéon anatémica do tumor no colon. As proteinas EEF1D, EEF1G, RPL14, TKT,
LDHA, GSTO1, ENOI1, EIF4A1, A2M, APOH, CTSG, DDOST, EEF2, FAU, HSPAS,
HSP90AAT1, HSPA8, KHSRP, KNG1, ACAA2; Atopouse que MPO, AZU1, COPA, COPBI,
H4C6, XRCC5, DHX9, ALDH2, CRB1, SERPINCI1, SERPING1, SLC25A5 estaban mais
expresados en tumores situados no lado dereito, mentres que FBN1, ATP5SF1B, EIF2SI1,
TUMG, ALDCY, PARPCS atoparonse mais expresadas en tumores situados no lado
esquerdo.

A avaliacion dos datos obtidos, tendo en conta tanto a recaida como a localizacion
do tumor, permitiu identificar unha serie de proteinas que poderian considerarse marcadores
de risco exclusivamente en tumores localizados no lado dereito e esquerdo. A subexpresion
de RACKI1, RPL14, GSTO1, HMGCS2, ACAA2, ACADVL, DHX9, ALDH2, CRBI,
KNGI1, AKR1A1, HPX, SERPINCI1 postulase como posibles biomarcadores de risco de
recaida en tumores situados no lado dereito, mentres que a subexpresion de COPA seria un
posible biomarcador de risco de tumores no lado esquerdo.

A andlise cualitativa identificou 48 proteinas expresadas exclusivamente no grupo
Sen Recaida e 302 proteinas expresadas exclusivamente no grupo Recaida. A presenza das
proteinas EIF3B, EIF3D, EIF3F, EIF4G1, EIF4H, EIF5, COX5B, COX6B1, NDUFA4,
LARS1, EPRS1, SF3B1, SNRPA1l, GBEIl, UGP2 identificouse como posibles
biomarcadores de mal prognostico. GYS1, SARTIA, PDCD6, TRRAP, RUVBL1/2, LAMAS,
ITGA®6, NTS5, HK3, CI1S, CES2, CST1, CST2, PLG, S100A10, SSRP1, ECHS1, MCCC2,
MMP9, SUPT6H, THBSAX2, SGP10X2, SGP10X3 PPP2R1A, RPL32, TST, CESI,
AP2M1, PSMCI1, PSMDI11, HEXB, PSMB4, DSG3, PREP, APEH. Tamén propofiemos
como posibles biomarcadores de bo progndstico a deteccion das proteinas M3K9, AKR7A,
SLPI, GSTM1, Galectina-7, ABAT, LSAMP, RTN1, LYPDS, CADM2, FBX030, GGH,
ATP6VOAI1, CYRIB, DUX4, NDRG?2.
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Pddese concluir que o estudo clinicopatoldxico, inmunohistoquimico e molecular
dos tumores de pacientes con CC confirmou a perforacion intestinal, a obstrucion, a invasion
linfovascular e a invasion perineural como marcadores independentes de peor prognostico,
validando a representatividade desta serie. Ademais, a analise protedmica revelou
biomarcadores de risco de recaida, tanto independentes como dependentes da lateralidade
do tumor, asi como biomarcadores de bo prognostico.

Os resultados deste estudo permitennos ampliar a nosa comprension dos mecanismos
implicados na diseminacion do cancro de colon, mellorar a seleccion de pacientes aptos para
o tratamento adyuvante despois da cirurxia e establecer novas estratexias terapéuticas.

Palabras clave: cancro de colon, proteémica, biomarcadores.
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ABSTRACT:
USE OF PROTEOMICS FOR THE DETERMINATION OF
BIOMARKERS IN EARLY COLORECTAL CANCER

Colorectal cancer (CRC) is the fourth most common cancer worldwide and the third
leading cause of cancer-related death. In recent decades, its incidence has increased,
although it has been accompanied by a decrease in mortality. This decrease in mortality is
due to the implementation of screening programs, improved antineoplastic treatments, the
development of biomarkers and targeted therapies.

Eighty percent of patients with colon cancer (CC) are diagnosed at localized or
locally advanced stages (stages I, II, and III), where surgery is the treatment of choice.
Despite advances in our understanding of cancer biology, and specifically of CC, the 5-year
survival rate after surgery for patients with stage II and III CC is around 45%—83%, and
adjuvant therapy after surgery has been shown to increase survival by only 8% at 8 years.
Adjuvant chemotherapy has been shown to reduce the risk of relapse by 30% in stage III,
but its benefit in earlier stages is less clear. The indication for adjuvant treatment in stage II
CC is based exclusively on the presence of clinical risk factors such as: a) fewer than 12
regional lymph nodes analyzed, b) presence of lymphovascular or perineural invasion, c)
poorly differentiated adenocarcinoma histology, d) initial diagnosis in the form of
obstruction or perforation and/or e) a pathological T4 staging. Therefore, it is necessary to
be able to select those patients with early stages of the disease who could benefit more from
adjuvant treatment, as well as to determine whether there are any predictive markers of poor
prognosis in patients with more advanced stages.

In order to provide more precise treatment, it is necessary to be able to select those
patients with early stages of the disease who could benefit most from adjuvant treatment, as
well as to determine whether there are any predictive markers of poor prognosis
(biomarkers), beyond the pathological features and the classic risk factors on which current
indications are based, which could also be useful in patients with more advanced stages.

This study hypothesized that retrospective study of paraffin-embedded CC samples from
patients at different stages using differential proteomic techniques will identify protein(s)
associated with a particularly aggressive clinical course. These proteins could be considered
a biomarker for patients with localized and locally advanced CC who might benefit from
adjunctive treatment to surgery.

The primary objective was to identify, using proteomic techniques, one or more poor
prognostic biomarkers that would allow the selection of patients with high-risk stages I, II,
and III CC. The secondary objectives were: a) To define the clinical characteristics of the
patients included in the study that are associated or not with relapse < 5 years after surgery
(relapse was considered to be the recurrence of localized or distant neoplasia < 5 years after
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surgery); b) To define the pathological characteristics of the tumors of the patients included
in the study that are associated or not with relapse < 5 years after surgery; c) To determine
the molecular alterations (microsatellite instability [MSI], RAS gene mutations and the
BRAF gene) in the tumors of the patients included in the study that are associated or not
with relapse < 5 years after surgery; and d) Evaluate using proteomics the differential
expression of proteins based on the laterality of the CC.

A retrospective descriptive study was conducted in a series of patients over 18 years
of age, who underwent surgery at the Ourense University Hospital Complex (CHUO)
between 2010 and 2020, who had a diagnosis of stages I, IT and III CC at the time of surgery
and a clinical follow-up of at least 60 months after diagnosis. In a first phase, classic clinical
risk factors were evaluated, such as the type of surgery, tumor location, tumor size, vascular
invasion, perineural invasion, tumor type and subtype, degree of differentiation, number of
evaluated lymph nodes, number of metastatic lymph nodes, tumor deposits, distant
metastases, obstruction or perforation at diagnosis, status of surgical margins, tumor stage,
whether or not they had received complementary treatment, as well as presurgical serum
levels of carcinoembryonic antigen (CEA) at the time of diagnosis. Immunohistochemical
expression of mismatch repair gene proteins (MLHI, PMS2, MSH2 and MSH6), p53
protein, and the transcription factors CDX2 and SATB2 was investigated in the patients'
tumors. The mutational status of BRAF, NRAS, KRAS, and the TERT promoter genes was
also investigated. In a second phase, differential proteomics analysis, both quantitative
(SWATH-MYS) and qualitative (DDA), was performed to assess the risk of relapse in patients
with localized CC. To analyze the impact on survival, tumor samples from patients who
underwent surgery for localized CC and were disease-free at 5 years were statistically
compared with samples from patients who had relapsed during the first 5 years after surgery.

When evaluating the results in relation to clinical factors, it was evident that urgent
surgery, tumor onset as obstruction or perforation, and the presence of lymphovascular or
perineural invasion were significantly associated with lower survival, confirming them as
clinical factors for poor prognosis. According to the literature, liver and peritoneal relapse
also implied a worse prognosis in our series compared to pulmonary or lymph node relapse
alone. Although the study has some relative limitations, such as its retrospective nature and
the number of cases, the concordance of the clinicopathological data of our series with the
data in the literature supported its representativeness for the proteomic study.

Evaluation of serum CEA, immunohistochemical expression of p53, the
differentiation markers CDX2 and SATB2, and the proliferation index (Ki-67) did not allow
discrimination between the groups of patients with and without relapse. Neither did the
presence of mutations in BRAF, NRAS, KRAS, and TERT reveal prognostic implications.

In contrast, quantitative proteomic analysis has identified as potential biomarkers of
relapse risk the increased expression of integrin B1, FBN1, CACYBP, TUFM, SLC25A5
proteins and the decreased expression of EEF1D, EEF1G, A2M, APOH, ATP5F1B, CTGS,
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CYCS, DDOST, EEF2, FAU, HSP90AA1, HSPAS, KHSRP, H4C6, SERPING1, XRCCS5
proteins in the primary tumor.

Furthermore, a differential expression of proteins has been detected depending on the
anatomical location of the tumor in the colon. The proteins EEF1D, EEF1G, RPL14, TKT,
LDHA, GSTOI, ENOI, EIF4A1, A2M, APOH, CTSG, DDOST, EEF2, FAU, HSPAS,
HSP90AA1, HSPA8, KHSRP, KNG1, ACAA2; MPO, AZUI1, COPA, COPBI1, H4Cé6,
XRCC5,DHX9, ALDH2, CRB1, SERPINC1, SERPING1, SLC25A5 were found to be more
highly expressed in tumors located on the right side, while the proteins FBN1, ATP5F1B,
EIF2S1, TUFM, ALDOC, HMGCS2, PARP1, CACYBP were found to have greater
expression in tumors located on the left side.

Evaluation of the data obtained, taking into account both relapse and tumor location,
has allowed us to identify a series of proteins that could be considered risk markers
exclusively in tumors located on the right and left sides. Underexpression of RACKI,
RPL14, GSTO1, HMGCS2, ACAA2, ACADVL, DHX9, ALDH2, CRB1, KNG1, AKR1Al,
HPX, and SERPINCI1 are postulated as possible biomarkers of relapse risk in tumors located
on the right side, while underexpression of COPA would be a possible risk biomarker in
tumors located on the left side.

Qualitative analysis identified 48 proteins expressed exclusively in the Non-Relapse
group and 302 proteins expressed exclusively in the Relapse group. The presence of the
proteins EIF3B, EIF3D, EIF3F, EIF4G1, EIF4H, EIF5, COX5B, COX6B1, NDUFAA4,
LARSI1, EPRSI1, SF3B1, SNRPAI1, GBEl, UGP2, GYS1, SAR1A, PDCD6, TRRAP,
RUVBLI1/2, LAMAS, ITGA6, NT5, HK3, C1S, CES2, CST1, CST2, PLG, S100A10,
SSRP1, ECHS1, MCCC2, MMP9, SUPT6H, THBS2, S100A14, GPX2, GPX3, PPP2R1A,
RPL32, TST, CES1, AP2M1, PSMCI1, PSMD11, HEXB, PSMB4, DSG3, PREP and/or
APEH were identified as potential biomarkers of poor prognosis. We also propose the
detection of the proteins M3K9, AKR7A, SLPI, GSTM1, Galectin-7, ABAT, LSAMP,
RTN1, LYPDS, CADM2, FBX030, GGH, ATP6V0OA1, CYRIB, DUX4, NDRQG2 as possible
biomarkers of good prognosis.

It can be concluded that the clinicopathological, immunohistochemical, and
molecular studies of the tumors in patients with CC confirmed intestinal perforation,
obstruction, lymphovascular invasion, and perineural invasion as independent markers of
worse prognosis, validating the representativeness of this series. Furthermore, proteomic
analysis revealed biomarkers of relapse risk, both independent and dependent on tumor
laterality, as well as biomarkers of good prognosis.

The results of this study expand our understanding of the mechanisms involved in
colon cancer dissemination, improve the selection of patients eligible for adjuvant treatment
after surgery, and establish new therapeutic strategies.
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INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR) es el cuarto mas frecuente a nivel mundial y la tercera causa de
muerte relacionada con cancer segin el Ultimo registro publicado por GLOBOCAN
(GLOBOCAN, 2022) (Figura 1). En las ultimas décadas su incidencia ha ido en aumento,
aunque acompafiada de un descenso progresivo de la mortalidad (Figura 2) (GLOBOCAN,
2022). Esto se debe a la mayor implementacion de los programas de cribado, la mejora de
los tratamientos antineoplasicos, asi como el desarrollo de biomarcadores y de las terapias
dirigidas (Lin et al, 2016; Maida et al, 2024).

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence and Mortality, Both sexes, in 2022
Continents
(Top 15 cancer sites)

Incidence Mortality

Breast 4
Prostate
Lung
Colorectum 4
Cervix uteri
Stomach
Thyroid
Liver -
Corpus uteri
Ovary
Bladder
NHL
Leukaemia
Oesophagus

Pancreas -

50 20 30 40 50

ASR (World) per 100 000
Cancer TODAY | IARC - https://gco.iarc.who.int/today

Data version : Globocan 2022
© All Rights Reserved 2024

Figura 1. Incidencia y mortalidad estandarizada por edad de distintos tumores a nivel mundial obtenida de
datos de registro de GLOBOCAN del afo 2022.
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Age-standardized rate (World) per 100 000, incidence and mortality, males and females
Colon
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Mortality
40
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Rates are shown on a semi-log scale
Lines are by the LOESS i g 0.25)
Cancer Over time | JARC - https://gco.iarc.who.int Data version: 1.0 © All Rights Reserved 2024

Figura 2. Evolucion de las tasas de incidencia y mortalidad cada 100.000 personas en Espaia desde el afo
1993 hasta el ano 2022. GLOBOCAN, 2022.

Los datos recientes estiman una supervivencia del CCR a los 5 afios en Europa entre
el 28,5% y el 57% en hombres y entre el 30,9% y el 60% en mujeres (Torre el al, 2016). En
Espana se diagnostican unos 40.000 nuevos casos de CCR al afio y se han documentado unos
11.021 fallecimientos por esta enfermedad en el afio 2021, seglin el Instituto Nacional de
Epidemiologia (Galceran et al, 2015).

Una reciente publicacion de los datos recogidos en el REGAT (Registro Gallego de
Tumores) ha analizado la incidencia, mortalidad y supervivencia de los diferentes tumores
en Galicia. En el afio 2022 el cancer de colon fue el tercero en incidencia en varones y el
segundo en mujeres (Figura 3). Este tipo de cdncer mostrd una supervivencia relativa a los
5 afos del 66%, incluyendo el cancer de recto (Figura 4). El 72% de los pacientes
diagnosticados de un CCR en el afio 2022 tenian mas de 65 afios y el 57% fueron hombres

(REGAT, 2023).
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Figura 3. Nimero de casos incidentes de tumores por tipo tumoral y sexo en Galicia en el afo 2022. Elaborado
a partir del Registro Gallego de Tumores.
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Figura 4. Supervivencia relativa (%) de los tumores colorrectales por sexo en Galicia durante el periodo 2015-
2019. Datos obtenidos del Registro Gallego de Tumores.

2. FACTORES DE RIESGO DEL CANCER COLORRECTAL

El riesgo de desarrollar CCR esta determinado por factores relacionados con el estilo de vida
y factores hereditarios. En este sentido, podemos diferenciar entre: CCR esporadico (sin un
componente genético hereditario definido) y CCR hereditario (asociado a alteraciones
genéticas patogénicas en linea germinal).

2.1. Factores de riesgo no hereditarios

La edad se considera el principal factor de riesgo no modificable para el desarrollo
de CCR esporadico, ya que mas del 65% de los pacientes tiene mas de 65 afios al diagnostico.
Otros factores de riesgo estan relacionados con el estilo de vida e incluyen: el consumo de
carne roja, de bebidas alcoholicas y/o de tabaco, un indice de masa corporal elevado (IMC),
un bajo consumo de fibra en la dieta, la enfermedad inflamatoria intestinal y un bajo nivel
de actividad fisica (Lauby-Secretan et al, 2018; Patel P et al, 2016). Algunos estudios
también han postulado la mayor exposicion de acidos biliares como un factor de riesgo de
CCR, aunque su evidencia es mas escasa (Jia et al, 2018; Rezen T et al, 2022).
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2.2. Factores de riesgo hereditarios

Se considera que aproximadamente un 20% de los casos de CCR tienen cierto grado
de agregacion familiar (Quintero et al, 2016) y cerca de un 2-5% de todos los casos son
debidos a sindromes hereditarios bien definidos (Stjepanovic et al, 2019). Podemos dividir
principalmente este tipo de sindromes en: a) no polipdsicos (sindrome de Lynch) y b)
asociados a poliposis hereditaria.

2.2.1. Cancer colorrectal hereditario no polipdsico

El sindrome de Lynch es el sindrome de CCR hereditario mas frecuente. Supone el
2-5% de todos los casos de CCR hereditario (Hampel et al, 2005). Este sindrome tiene una
herencia autosémica dominante y se produce por la presencia de variantes patogénicas en
linea germinal en alguno de los genes involucrados en la reparacion de los errores de la
replicacion del ADN (MLHI, MSH2, MSH6, PMS?2) o por la presencia de deleciones
germinales del gen EPCAM, que causa la inactivacion del gen MSH2. Se asocia no s6lo a un
aumento de riesgo de desarrollar CCR, sino también de otras neoplasias como cancer de
endometrio (30-51%), cancer gastrico (hasta un 10%), cancer de via urinaria (2%-20%) o
cancer de pancreas (4%), entre otros (Samadder et al, 2017).

Se han definido una serie de criterios clinicos basados en la edad y en la historia
familiar para identificar a aquellos individuos que se beneficiarian de un screening inicial
(veanse tablas 1 y 2).

Tabla 1. Criterios de Amsterdam II*
(Se deben de cumplir los 3 criterios)

3 o mas individuos afectados de CCR o neoplasia relacionada (endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis
renal), uno de ellos familiar de primer grado de los otros dos.

Afectacion de 2 generaciones consecutivas.
Un caso al menos diagnosticado antes de los 50 afnos.

*Tomado de la referencia: Vasen et al, 1999.

Tabla 2. Criterios de Bethesda revisados*
(se debe de cumplir al menos 1 criterio)

CCR diagnosticado antes de los 50 anos

CCR sincronico o metacroénico, u otra neoplasia relacionada (endometrio, estdmago, ovario, pancreas,
urinario, cerebro, intestino delgado) con independencia de la edad.

CCR con infiltracion linfocitaria, células en anillo de sello o crecimiento con patréon medular diagnosticado
antes de los 60 afnos.

Paciente con CCR y uno o mas familiares de 1° grado con CCR o neoplasia relacionada (endometrio,
estomago, ovario, pancreas, urinario, cerebro, intestino delgado) diagnosticada antes de los 50 afos

Paciente con CCR y dos o mas familiares de 1° o 2° grado con CCR o neoplasia relacionada (endometrio,
estomago, ovario, pancreas, urinario, cerebro, intestino delgado) con independencia de la edad

*Tomado de la referencia: Umar et al, 2004.
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Sin embargo, a dia de hoy, aunque no cumplan dichos criterios, se recomienda la
determinacion del estado de las proteinas reparadoras de errores de replicacion del ADN
(mismatch repair, MMR) mediante inmunohistoquimica (IHQ) a todos aquellos pacientes
con un diagndstico reciente de CCR (ver algoritmo de la figura 5) (Stjepanovic et al, 2019;
Argilés et al. 2020). Esto se debe a las implicaciones terapéuticas derivadas de su positividad
en estadios localizados y metastasicos.

CCR INTERVENIDO

¢ Hay tejido viable?

Si No

IHQ +/- determinacion en linea germinal Estudio en linea germinal en base a los
modelos predictivos

Normal Alterado

Pérdida de MLH1 Pérdida de MSH2,MSH6 o PMS2

l

Determinar mutacion somatica de
BRAF V600E +/- hipermetilaciéon de
MLH1

Negativo
Positivo

Andlisis en linea germinal

Variante no patogénica
Variante patogénica
No sindrome de Lynch Considerar secuenciacion del )
tumor para la bisqueda de otras Sindrome de Lynch

alteraciones sométicas
Figura 5. Algoritmo para el diagndstico molecular de sindrome de Lynch en pacientes con diagnostico de

cancer colorrectal. Elaboracion propia basada en las guias ESMO de cancer hereditario (Stjepanovic et al,
2019).
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Mediante el uso de la inmunohistoquimica podemos objetivar una ausencia de
expresion de aquellas proteinas cuyos genes estén mutados. Sin embargo, un 10% de los
CCR con pérdida de expresion de MLH1 lo hara por un mecanismo de hipermetilacion a
nivel somatico del promotor de MLH1 y no por la presencia de una mutacion en dicho gen.
En estos casos, se recomienda la determinacion de la metilacion del promotor de MLHI o
de la mutacion de BRAFV600E, que descartaria un origen hereditario (Hendriks et al, 2006).

En aquellos pacientes que cumplan todos los criterios de Amsterdam,
independientemente del estado de las proteinas reparadoras, se puede solicitar un panel de
genes para estudio en linea germinal de posibles mutaciones patogénicas de MUTYH, POLE
y POLDI (Yurgelun et al, 2017).

Otros sindromes hereditarios no polipdsicos menos frecuentes son el cancer
colorrectal familiar tipo X, el sindrome Lynch-Like o el sindrome de deficiencia de
reparacion de desajuste constitutivo.

2.2.2. Cancer colorrectal hereditario asociado a poliposis

Este apartado engloba un numeroso grupo de sindromes caracterizados por la
presencia de multiples polipos a lo largo del intestino que aumentan el riesgo de desarrollo
de CCR, asi como de otras manifestaciones extraintestinales (Tabla 3).
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Tabla 3. Se muestran las caracteristicas que definen los sindromes hereditarios de CCR asociados a poliposis mas
frecuentes. Elaboracion propia a partir de Gomollon et al, 2019 y referencias de tabla.

SINDROME

Poliposis
adenomatosa
familiar
(Dinarvand et
al, 2019)

Poliposis
asociada al gen
MUTYH

(Aelvoet et al,
2022)

Poliposis
adenomatosa
asociada a
mutaciones en
NTHL1

(Weren et al,
2015)

Sindrome
asociado a la
actividad
reparadora de
polimerasas

(Bellido et al,
2016)

Sindrome de
Peutz-Jeguers

(Lindor et al,
2008)

Sindrome de
Cowden

(Pilarski et al,
2013)

Poliposis
juvenil
(Ngeow et al,
2013)

RIESGO
FRECUENCIA GENES HERENCIA DE CCR
POLIPOSIS ADENOMATOSAS

1:7.000- APC AD Clasica:
30.000 1009%
(Hes et al, Atenuada:
2018) 70%
Frecuencia MUTYH AR 43%
heterocigotos
MUTYH 1-
1.5%
(Nielsen et al
2009)
Frecuencia NTHL-1 AR Entorno
homocigotos 70%
1: 114.770 o
0,28% de
poblacion
(Weren et al,
2017)

POLE, AD/AR Entorno

POLD1 70%

POLIPOSIS HAMARTOMATOSAS
1:8.000 - STK11 AD 39%
1:200.000
1:200.000 PTEN AD 13%
1:100.000 - SMAD4, AD 68%
160.000 BMPR1A,
ENG

RIESGO DE OTRAS
NEOPLASIAS

Carcinoma papilar
de tiroides,
variante
cribiforme
morular (2-3%),
adenocarcinoma
mucinoso de
pancreas (1,7%),
hepatoblastoma
(1%), tumores
cerebrales (<1%),
tumores
desmoides.

Ovario (14%),
vejiga (8-25%),
mama (11%),
estomago (1,7-
7%), endometrio
(3%), hepatobiliar
(1,4-3%), tumores
desmoides

Mama ,
endometrio

carcinoma
urotelial,
carcinoma
basocelular

(Kuiper et al,
2020;

Nurmi et al, 2023
Beck et al, 2023).

Endometrio,
gastrico, duodeno

Mama (54%),
pancreas (36%),
estdmago (29%),
ovario (21%),
pulmén (15-27%),
cancer de cérvix
(9%), tumores
testiculares de
células de Sertoli

Mama (25-85%),
tiroides (3-38%),
endometrio (5-
28%), rinodn (15-
34%), melanoma
(2%)

Cancer gastrico,
cancer duodenal

OTRAS
MANIFESTACIONES

Hipertrofia
congénita del
epitelio
pigmentario de la
retina (HCEPR)

Quistes dérmicos
Osteomas

HCEPR, osteomas

Pélipos
hamartomatosos,
pigmentacion
mucocutanea

Pélipos
hamartomatoso,
lipomas,
triquilemomas,
queratosis acras...
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3. PATOGENIA DEL CANCER COLORRECTAL

La mayor parte de los casos de CCR (80%) se desarrollan siguiendo el modelo denominado
adenoma-carcinoma clasico (via de APC/B-catenina). Este modelo explica el desarrollo
tumoral a través de la acumulacion de mutaciones en las células madre epiteliales de la
mucosa normal, pasando por el desarrollo de un adenoma hasta llegar al carcinoma invasivo.
Suele implicar la mutaciéon del gen supresor tumoral 4PC como alteracion inicial en su
desarrollo. Para que se desarrollen adenomas, las dos copias del gen APC deben estar
inactivadas, ya sea por mutacion o por silenciamiento epigenético. Con la pérdida de la
funcién de la proteina APC se activa la transcripcion de genes que promueven la
proliferacion (MYC y CCNDI). Posteriormente se produce un crecimiento progresivo de la
lesion, mediada por mecanismos de inestabilidad cromos6mica, asociado a mutaciones en
KRAS, TP53, SMAD4 o PIK3CA que suelen ser eventos finales en el desarrollo del
carcinoma invasivo (Fearon et al, 1990) (Figura 6).

El 15-20% de los CCR restantes se desarrollan a través de una via alternativa, también
conocida como via serrada. Esta via estd mediada por: a) defectos en el sistema de reparacion
de ADN o b) por la hipermetilacion de CIMP (fenotipo metilador de islas CpG) junto con la
activacion de BRAF.

a) Defectos en el sistema de proteinas reparadoras (MMR): Se debe a la pérdida de la
funcion en alguno de los genes involucrados en el mecanismo de reparacion del
ADN. Cuando esta pérdida de funcion es debida a una mutacion en linea germinal se
denomina sindrome de Lynch. Al fracasar el sistema de reparacion del ADN se
producen errores durante la replicacion, acumulando mutaciones en las repeticiones
de los microsatélites que dan lugar a proteinas no funcionales o truncadas; este
fendmeno se denomina inestabilidad de microsatélites. Los tumores que se originan
mediante esta via suelen localizarse en el colon derecho, ser pobremente
diferenciados, tener una histologia mucinosa y un abundante infiltrado linfocitario.
La presencia de inestabilidad de microsatélites confiere un mejor prondstico en
aquellos pacientes con CC estadio II (Jasperson et al, 2020).

b) Hipermetilacion de BRAF: Existe un subgrupo de pacientes con CCR esporadico que
se caracterizan por la presencia de inestabilidad de microsatélites y la mutacion de
BRAF V600. El mecanismo patogénico de estas alteraciones se debe a un
silenciamiento epigenético de las proteinas del MMR (con frecuencia MLHI1) a
través de mecanimos de hipermetilacion de la isla CpG (fenotipo metilador de la isla
CpG [CIMP]). Se consideran exclusivas de esta via las mutaciones en BRAF (Jones
et al, 2017).
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Figura 6. Esquema de las principales vias de desarrollo del cancer de colon. Elaboracion propia a partir de la
referencia: Kasi et al, 2020.

Aproximadamente el 2,5% de los adenocarcinomas tienen mutaciones que afectan el
dominio de correccion de POLE lo que confieren tasas de mutacion muy altas (ultramutadas)
(Mosalem et al, 2024).

4. CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA

El 90% de los CCR presentan histologia de adenocarcinoma definida como una neoplasia
epitelial glandular que infiltra la muscular de la mucosa a la submucosa. El adenocarcinoma
colorrectal ha sido definido en la mas reciente clasificacion de tumores digestivos de la OMS
como “un tumor epitelial maligno con origen en el intestino grueso, que muestra
diferenciacion glandular o mucinosa” (Nagtegaal et al, 2020). Aunque en la mayor parte de
los casos la histologia mas frecuente es el adenocarcinoma NOS (“not otherwise specified”),
se han definido en dicha clasificacion de la OMS otros subtipos histoldégicos con unas
caracteristicas particulares (Tabla 4) (Nagtegaal et al, 2020).
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4.1. Tipos histologicos

4.1.1. Adenocarcinoma mucinoso: Es el subtipo mas frecuente con una prevalencia
entre el 5-20% (Symonds et al, 1976). Se caracteriza por la presencia de mucina
anivel extracelular en mas del 50% de la lesion (Gonzalez et al, 2019). Aunque
la presencia de inestabilidad de microsatélites es mas frecuente en este
subgrupo, no se han visto diferencias en cuanto al pronostico comparado con
el adenocarcinoma NOS (Kazama et al, 2005; Catalano et al, 2012).

4.1.2. Carcinoma con células en anillo de sello: Es un subgrupo poco frecuente
(<1%) (Nitsche et al, 2013). Se caracteriza por la presencia de mucina
intracitoplasmatica que desplaza el nucleo hacia la periferia de la célula.
Habitualmente se diagnostican con un estadiaje avanzado y tiene un peor
prondstico comparado con el adenocarcinoma NOS y el adenocarcinoma
mucinoso (Kang H et al, 2005). Aquellos localizados en el lado derecho, suelen
asociarse a inestabilidad de microsatélites, lo que le confiere un mejor
pronostico (Ishihara S et al, 2012).

4.1.3. Carcinoma medular: Su prevalencia se estima entorno a un 1-4%, aunque se
considera que esta infraestimada. Se caracteriza por la agrupacion de células
neoplésicas con un nucleo vesicular, un nucleolo prominente y por la presencia
de un citoplasma eosinéfilo abundante rodeado de un infiltrado linfocitario.
Generalmente se asocia a la pérdida de expresion de las proteinas reparadoras
junto con la presencia de mutaciones en BRAF (Knox RD et al, 2015). A nivel
inmunohistoquimico, suele presentar un patrén aberrante caracterizado por la
pérdida de expresion inmunohistoquimica de CDX2 y CK20 (Winn et al,
2009).

4.1.4. Adenocarcinoma serrado Su prevalencia esta entorno al 10-15% de todos los
CCR. Se caracteriza por la presencia de un epitelio similar al de los pdlipos
serrados que puede ir acompafado de areas de mucina (Nagtegaal et al, 2020).

4.1.5. Carcinoma micropapilar: Se encuentra en el 5-20% de los CCR
diagnosticados. Histolégicamente se caracteriza por la presencia de grupos
celulares rodeados de un halo claro que simulan canales vasculares (Kim et al,
2006). Se caracteriza por un mayor riesgo de diseminacion linfatica y de
factores de mal pronoéstico (invasion vascular y perineural) (Xu et al, 2009).

4.1.6. Adenocarcinoma adenoma-like: Su prevalencia esta entorno al 3-9% de todos
los CCR. Se trata de un adenocarcinoma invasivo en el que mas del 50% de la
lesion presenta areas que simulan un adenoma con estructuras vellosas y zonas
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de bajo grado. Suelen presentar mutaciones en KRAS y se asocian a buen
pronostico (Gonzalez et al, 2016).

4.1.7. Carcinoma adenoescamoso: Se trata de un subtipo histologico muy poco
frecuente (<0,1%). Se caracteriza por presentar tanto areas glandulares como
zonas de diferenciacion escamosa. Se asocia a un peor prondstico (Masoomi et
al, 2012).

4.1.8. Carcinoma con componente sarcomatoide: Es un subgrupo de mal
pronostico. Se trata de tumores indiferenciados que presentan células
fusiformes o rabdoides que simulan un sarcoma. Suele haber también células
pleomorficas gigantes y dareas de diferenciacion glandular. A nivel
inmunohistoquimico, se caracteriza por la pérdida nuclear de SMARCBI1
(INTII) (Nagtegaal et al, 2020).

4.1.9. Carcinoma indiferenciado: Se caracteriza por la ausencia de diferenciacion
mas alla de la propiamente epitelial (Nagtegaal et al, 2020).

Tabla 4. Clasificacion de la OMS de los tumores epiteliales malignos de colon y recto (5 Ed.)*

Adenocarcinoma NOS
Adenocarcinoma mucinoso
Carcinoma de células en anillo de sello
Adenocarcinoma pobremente cohesivo
Adenocarcinoma medular
Adenocarcinoma serrado
Adenocarcinoma micropapilar
Adenocarcinoma tipo adenoma
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma con componente sarcomatoide
Carcinoma indiferenciado, NOS

Tumor neuroendocrino NOS

Carcinoma neuroendocrino NOS

Neoplasia mixta neuroendocrina-no neuroendocrina (MiNEM)

NOS (“not otherwise specified”), sin otra especificacion”.

*WHO Classification of Tumours Editorial Board. Digestive system tumours. Lyon (France): International
Agency for Research on Cancer; 2019. (WHO classification of tumours series, 5th ed.; vol. 1).
https://publications.iarc.fr/579.

4.2. Grado histologico tumoral

El grado de un tumor es una evaluacion cualitativa del grado de diferenciacion del
tumor. Suele reflejar la medida en la que el tumor se parece al tejido normal del que deriva.
El grado proporciona importante informacion sobre el riesgo de metastasis y el pronostico
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(AJCC, 8" edicion). A pesar de la variabilidad interobservador (Chandler et al, 2008), se ha
demostrado que el grado histologico es un factor prondstico importante en muchos estudios
(Cho et al, 2009; Derwinger et al, 2010; Juerscu et al, 2023), con una fuerte correlacion entre
la mala diferenciacion y resultado adverso (Barresi et al, 2015). Aunque la AJCC ha
especificado un sistema de clasificacion de cuatro niveles para el cancer colorrectal en su
octava edicion del TNM (Tabla 5), la mas reciente edicion de la clasificacion de tumores
digestivos de la OMS (5? edicidn) han simplificado el grado histologico en dos niveles: bajo
y alto grado (Tabla 6). De acuerdo con la clasificaciéon de la OMS, para obtener el grado
histoldgico se evaluan las areas tumorales menos diferenciadas pero no se considera el frente
de invasion del tumor (4rea de transicion epitelio-mesenquimal), el cual deberia ser
informado de forma separada (Dunne et al, 2016).

Tabla 5. Grado histolégico tumoral segun la AJCC, 8* edicion®*.
Grado Definicion
GX No puede evaluarse el grado
G1 Bien diferenciado (>95% de formacion de glandulas en el tumor)
G2 Moderadamente diferenciado (50-95% de formacion de glandulas)
G3 Pobremente diferenciado (<50% de formacion de glandulas)
G4 Indiferenciado (sin formacion de glandulas ni mucina; no diferenciacion escamosa o
neuroendocrina)

*Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al., eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th ed. New York, NY: Springer; 2017.

Tabla 6. Grado histolégico tumoral segin la OMS, 5% edicion®*.

Grado Definicion

Bajo grado G1
G2

Alto grado G3
G4

Bien diferenciado)
Moderadamente diferenciado)

Pobremente diferenciado)
Indiferenciado)

—_— o~ |~ =~

*WHO Classification of Tumours Editorial Board. Digestive system tumours. Lyon (France): International
Agency for Research on Cancer; 2019. (WHO classification of tumours series, 5th ed.; vol. 1).
https://publications.iarc.fr/579.

5. CLASIFICACION MOLECULAR

Las diferencias que existen en la evolucion y en la respuesta a los tratamientos de cada tumor
van mas alla de sus caracteristicas histopatoldgicas y moleculares ya descritas. En base a una
serie de analisis transcriptomicos y de expresion génica, The Cancer Genome Atlas del CCR
defini6 4 subtipos moleculares de CCR referidos como CMS (“Consensus Molecular
Subtypes”) (Cancer Genome Atlas Network, 2012). En funcion de sus diferencias a nivel
clinico, molecular y transcriptomico se han establecido los siguientes subtipos: CMS1
(inmune), CMS2 (candénico), CMS3 (metabolico) y CMS4 (mesenquimal) (Guinney et al,
2015; Rejali et al, 2023) (Tabla 7).
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5.1. CMS1 (inmune)

Supone el 14% de los tumores. Es mas frecuente en el colon derecho y en mujeres
(Lee et al, 2017). Se caracteriza por la presencia de inestabilidad de microsatélites,
habitualmente esporadica. Suele asociar mutaciones en BRAF y presentar un fenotipo
metilador (debido a silenciamiento de MLH1). Este grupo presenta una mayor expresion de
genes mediadores de la inmunidad y un bajo nimero de variaciones en el nimero de copias
del ADN (SCNA, “somatic copy-number alteration’). A nivel histologico se caracteriza por
la presencia de un abundante infiltrado linfocitario. Estos tumores presentan una menor
supervivencia tras la recaida, pero también una buena respuesta al tratamiento con
inmunoterapia.

5.2. CMS2 (canénico)

Se trata del subgrupo mas frecuente. Supone el 37% de todos los tumores. Es mas
frecuente en el colon izquierdo y en varones. Se caracteriza por la presencia de inestabilidad
cromosOomica (CIN) acompafiada de un alto SCNA. Este subgrupo estd intimamente
relacionado con la secuencia adenoma-carcinoma, ya descrita previamente, y con la
activacion de las vias de senalizacion de WNT y MYC. Es el subgrupo de mejor pronostico,
con una tasa de supervivencia del 77% a los 5 afios.

5.3. CMS3 (metabdlico)

Este subgrupo representa el 13% de los CCR. Se caracteriza por la presencia de un
gran enriquecimiento de firmas metabolicas, mutaciones activadoras de KRAS, la presencia
de CIN y un alto CIMP (“CpG island methylator phenotype”) asociado a un bajo SCNA
(Rejali et al, 2023). Puede presentar inestabilidad de microsatélites, aunque en menor
proporcion que el grupo CMS1.

5.4. CMS4 (mesenquimal)

El 23% de los tumores se incluyen en este grupo. Estos tumores se suelen localizar
en el colon izquierdo y habitualmente se diagnostican en estadios avanzados, lo que le
confiere un peor pronodstico. De hecho, se ha postulado la posibilidad de una transformacion
de las células tumorales de un CMS1-3 a un CMS4 como mecanismo evolutivo del tumor
(Haasnoot et al, 2020). Este subgrupo se caracteriza por una sobreexpresion de genes
relacionados con la regulacion del microambiente tumoral. Su mecanismo de carcinogénesis
estd relacionado con la activacion de la via de TGFB. Se han identificado en este subtipo
varios genes implicados en fendmenos de inmunidad como factores clave en el desarrollo
tumoral (PROK1, THBS1, CRP, S100414 y CCL19). A pesar de que este subgrupo presenta
una alta expresion de firmas inmunitarias, son tumores resistentes a los tratamientos con
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inmunoterapia. Esta caracteristica se debe a un aumento de firmas moleculares
inmunosupresoras y relacionadas con la regulacion de la angiogénesis.

Tabla 7. Resumen de las caracteristicas principales del cancer colorrectal segun los cuatro subgrupos
moleculares definidos por The Cancer Genome Atlas (Elaboracion propia a partir de las referencias:
Guinney et al, 2015; Rejali et al, 2023).

CMS1

(inmune)

CMS2
(canoénico)

CMS3
(metabdlico)

CMS4
(mesenquimal)

Frecuencia

Caracteristica
principal

SCNA

Perfil
inmunolégico

Mutaciones
asociadas

Localizacion
mas frecuente

Tasas de
supervivencia a
los 5 afos

Implicaciones
clinicas

14%

MSI, alto CIMP,
hipermutado

Bajo

Inmunoactivado
Abundante infiltrado
de linfocitos Th1, NK1,
PD-1, CTLA-4y
citoquinas
CXCR3/CCR5

BRAF V600E

Colon derecho

73%

Peor pronostico a la
recaida

Podria beneficiarse de
tratamiento con
inmunoterapia

37%

Activacion de
la via wnt/b-
catenina y Myc

Alta

Ignorancia
inmunitaria

TP53

Colon izquierdo
y recto

77%

Puede
beneficiarse de
tratamiento
anti-EGFR

13%

Disregulacion
metabdlica

Bajo-moderado

Ignorancia
inmunitaria

KRAS, PI3KCA,
IGFBP2

Ligeramente
mas frecuente
en colon
derecho

74%

Resistencia a
anti-EGFR

23%

Transformacion
epitelio-mesénquima
con infiltracion
estromal, aumento de
TGFB y marcada
angiogénesis

Alta

Inmunotolerante

NOTCH3/VEGFR2

Ligeramente mas
frecuente en colon
izquierdo y recto

62%
Peor supervivencia

Podria beneficiarse de
antiangiogénicos.
No claro beneficio del
tratamiento
adyuvante.

Queda un grupo residual inclasificable (mixto, 13%) que representaria un fenotipo

transicional o heterogeneidad tumoral.
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6. LATERALIDAD TUMORAL

No hay una definicion clara en cuanto al punto de division entre el cancer de colon derecho
e izquierdo. La mas aceptada establece el colon derecho como la region de intestino grueso
que va desde el ciego hasta los dos tercios proximales del colon transverso, mientras que el
colon izquierdo incluye el tercio distal del colon transverso, el colon descendente y sigma
(Cancer Genome Atlas Network, 2012). Esta diferenciacion se apoyo inicialmente en el
diferente origen embrionario de estas regiones (Schoenwolf GC et al, 2015). El intestino
primitivo deriva del endodermo y se divide en tres segmentos: intestino anterior, medio y
caudal. El intestino medio forma el intestino delgado, el colon ascendente y el colon
transverso proximal, mientras que el intestino caudal da lugar al colon transverso, el colon
distal y el recto (Shen et al, 2015; Petrelli et al, 2017). Sin embargo, hoy en dia sabemos
que estas diferencias anatomicas incluyen también diferencias clinicas y moleculares que
confieren a cada localizacion tumoral unas caracteristicas singulares.

Los carcinomas de colon del lado derecho suponen un tercio de todo el CCR. Son
mas frecuentes en mujeres, suelen tener un componente mucinoso, ser mas indiferenciados
y presentar una histologia con células en anillo de sello. Ademas, suelen dar metéstasis a
nivel peritoneal, mientras que los tumores de colon izquierdo suelen metastatizar a los
pulmones con mas frecuencia (Benedix et al, 2010; Gonzalez et al, 2001). Se ha objetivado
una mayor prevalencia de lesiones precursoras en forma de adenomas serrados en el colon
derecho en comparacion con el izquierdo (Gupta et al, 2012).

Ademas del distinto origen embrionario, se han descrito diferencias en la microbiota
intestinal en funcion de la lateralidad. Numerosas bacterias como el Fusobacterium
nucleatum o el Bacteroides fragilis enterotoxigeno se han asociado a un mayor riesgo de
desarrollo de CCR (Sears et al, 2014). Estas alteraciones son muy marcadas al evaluarlas
teniendo en cuenta la lateralidad del tumor. De hecho, se ha descrito la presencia de biofilm
bacteriano en cerca de un 89% de los tumores de colon derecho frente a s6lo un 12% en los
tumores de colon izquierdo (Dejea et al, 2014). Los biofilms se definen como comunidades
de microorganismos que crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a
una superficie inerte o un tejido vivo (Costerton et al, 1995). Estos biofilms bacterianos no
son carcindgenos per se, sino solo en el contexto de bacterias invasoras especificas. Su
presencia se asocidé a una disminucidon en la expresion de la E-cadherina, una mayor
expresion de IL-6 y STAT3, asi como a una mayor proliferacion celular; lo que podria
explicar su efecto oncogénico (Dejea et al, 2014).

Por otro lado, se ha postulado que las elevadas concentraciones de acidos biliares a
nivel de la mucosa coldnica podrian ser un factor de riesgo para el desarrollo de CCR (Cai
et al, 2022; Bernstein et al, 2023). Los 4cidos biliares producen inestabilidad gendémica a
través de vias de estrés oxidativo, inestabilidad cromosdmica y alteraciones en el ciclo
celular (Payne et al, 2008; Rezen et al, 2022). Los dafios producidos en el epitelio inducen
un mecanismo de compensacion que da lugar a la proliferacion de stem cell a través de la
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via de WNT/catenina-beta (Farhana et al, 2016). Se ha encontrado una concentracion hasta
10 veces mayor de acidos biliares primarios en el colon derecho, asi como una mayor
actividad de enzimas formadoras de 4cido desoxicolico en el aspirado de las heces de la
region cecal respecto a la rectal (Thomas et al, 2021). Por lo tanto, las diferentes
concentraciones de 4cidos biliares primarios podrian explicar diferentes mecanismos de
carcinogénesis en ambos lados.

A nivel de expresion génica también se han encontrado diferencias en funcion de la
localizacion del tumor. Los tumores del lado derecho se caracterizan por su asociacion con
mutaciones en los genes BRAF y RAS, la inestabilidad de microsatélites y la presencia de un
fenotipo metilador. Los tumores del lado izquierdo se asocian tipicamente a inestabilidad
cromosOmica (CIN), alta variacion en el niimero de copias del ADN (SCNA) y elevada
dependencia de las vias de WNT y MYC (Guinney et al, 2015). El cancer del lado izquierdo
también presenta mas mutaciones en RAS, APC'y TP53, amplificaciones de HERI y HER?2,
asi como perfiles de expresion génica que confieren una mayor sensibilidad a las terapias
dirigida a EGFR (Arnold et al, 2017; Watanabe et al, 2023). Todas estas diferencias a nivel
molecular, clinico y transcriptdmico ya se han descrito previamente en el apartado de
“clasificacion molecular” (Guinney et al, 2015). Como se puede observar en la Figura 7, los
tumores CMS1 son mas frecuentes en el lado derecho, mientras que los que tienen las
caracteristicas descritas en CMS2 y el CMS4 son mas frecuentes en el lado izquierdo.

COLON DERECHO

Origen embrionario: intestino
medio

%tesiones precursoras: COLON IZQUIERDO

Adenomas serrados
Otras caracteristicas:
2. Biofilm bacterianos

Origen embrionario:

I intestino caudal
3. Mayor exposicion a
acidos biliares ]
. L 3
4, CMS1 (mas frecuente) 663/%7;;%?];%3&5'3;
5. Resistencia a anti-EGFR dtras - -

7. CMS2 and CMS4
8. Mayor sensibilidad a
anti-EGFR

Figura 7. Principales caracteristicas diferenciales entre cancer de colon derecho e izquierdo. Elaboracion
propia.
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7. DIAGNOSTICO DEL CARCINOMA COLORRECTAL

El CCR no suele dar manifestaciones clinicas hasta que se encuentra en una fase avanzada.
Los sintomas mas frecuentes son la presencia de alteraciones en el habito intestinal, dolor
abdominal, pérdida de peso, debilidad y déficit de hierro o anemia (Gomollon et al, 2019).
De forma caracteristica, los tumores de colon izquierdo se suelen manifestar en forma de
rectorragia o cambios en el ritmo de las deposiciones, mientras que los localizados en el
colon derecho suelen dar lugar a una hemorragia oculta cuyos sintomas son atribuidos a una
anemia cronica secundaria (Ford et al, 2008).

7.1. Pruebas complementarias:

Ante la sospecha de un CC se debe realizar una colonoscopia con el objetivo de
obtener una muestra de biopsia para diagnostico histologico, asi como para descartar la
presencia de neoplasias sincronicas. Hasta en un 3,6% de los casos diagnosticados
presentaran otra neoplasia sincronica (Lam et al, 2011). Ademas, el desarrollo de un tumor
metacronico durante los 5 primeros afios tras la cirugia ocurre hasta en un 3% de los
pacientes, por lo que un seguimiento estrecho con colonoscopia esta justificado en esta
poblacion. Una vez establecido el diagnostico se debe completar el estudio para una correcta
estadificacion mediante las pruebas que se exponen a continuacion (Argilés et al, 2020;
Fernandez-Montes et al, 2022):

o TC de torax-abdomen-pelvis: permite determinar la extension de la enfermedad al
diagnostico.

e RMN hepatica: s6lo en caso de que existan dudas acerca de una posible afectacion
hepatica en el TC.

o (Colonografia-TC: esta prueba estd indicada si no se ha podido realizar una
colonoscopia completa al diagndstico.

e PET-TAC: no se recomienda su uso de rutina salvo en aquellos casos donde exista
una alta sospecha de enfermedad metastasica no detectada mediante las pruebas
convencionales (Niekel et al, 2010).

e Analitica: hemograma, coagulacion, albumina y pruebas para evaluar funcién
renal y hepatica.

e Marcadores tumorales: el CEA (antigeno carcinoembrionario) es el Unico
marcador tumoral recomendado por las guias clinicas. No se considera un test de
cribado por su baja sensibilidad y especificidad. El CEA es una glucoproteina que
se produce en el periodo embrionario, su secrecion se reduce después del
nacimiento y es dificilmente medible en el adulto sano. Sus niveles elevados al
diagndstico, asi como la no disminucidn tras la administracion del tratamiento son
indicadores de mal pronoéstico (Spindler et al, 2017).
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8. ESTADIAJE TNM

El estadiaje TNM definitivo se establece segtn los hallazgos descritos en la pieza quirtirgica
tras la reseccion, siempre que no se ha detectado la presencia de metastasis a distancia en las
pruebas realizadas previamente a la intervencion (véanse tablas 8-11).

Tabla 8. Estadiaje TNM para adenocarcinomas, carcinomas neuroendocrinos de alto grado y
carcinomas escamosos de colon y recto (AJCC, 8? edicion*).

Categoria T Criterios

X El tumor primario no se puede evaluar.

TO No hay evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (afectacion de la lamina propia sin extension a
través de la muscular de la mucosa).

T El tumor invade la submucosa (a través de la muscularis mucosa pero no en la muscular propia).

T2 El tumor invade la muscular propia.

T3 El tumor invade a través de la muscular propia hasta los tejidos pericolorrectales.

T4 El tumor invade el peritoneo visceral o invade o se adhiere a un 6rgano o estructura adyacente.

T4a El tumor invade” a través del peritoneo visceral (incluida la perforacion macroscopica del

intestino a través del tumor y la invasion continua del tumor a través de areas de inflamacion
hasta la superficie del peritoneo visceral).

T4b El tumor invade” o se adhiere” directamente a 6rganos o estructuras adyacentes.

La invasion directa en T4 incluye la invasion de otros drganos u otros segmentos del colorrectal como resultado de la
extension directa a través de la serosa, confirmada mediante examen microscopico (por ejemplo, invasion del colon
sigmoide por un carcinoma del ciego), o para cdnceres en una ubicacion retroperitoneal o subperitoneal, invasioén directa
de otros 6rganos o estructuras en virtud de la extension mds alld de la muscularis propia (es decir, respectivamente, un
tumor en la pared posterior del colon descendente que invade el rifion izquierdo o pared abdominal lateral; o un cdncer
de recto medio o distal con invasion de préstata, vesiculas seminales, cuello uterino o vagina).

#EL tumor que estd macroscopicamente adherido a otros 6rganos o estructuras, se clasifica como cT4b.

*Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al., eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th ed. New York, NY: Springer; 2017.

Tabla 9. Estadiaje TNM para adenocarcinomas, carcinomas neuroendocrinos de alto grado y
carcinomas escamosos de colon y recto (AJCC, 8? edicion*).

Categoria N Criterios
NX Los ganglios linfaticos regionales no se pueden evaluar.
TO Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales.
N1 De uno a tres ganglios linfaticos regionales son positivos (tumor en ganglios linfaticos que

miden mas o igual a 0,2 mm), o hay cualquier cantidad de depositos tumorales y todos los
ganglios linfaticos identificables son negativos. Los depdsitos tumorales se definen como
cualquier nodulo tumoral dentro del area de drenaje del carcinoma primario sin que se
identifique tejido ganglionar linfatico, estructura vascular o estructura neural.

N1a Un ganglio linfatico regional es positivo.

N1b Dos o tres ganglios linfaticos regionales son positivos.

N1c No hay ganglios linfaticos regionales positivos, pero hay depositos tumorales en los tejidos
subseroso, mesenterio, tejido pericélico no peritonealizado o tejido perirrectal/mesorrectal.

N2 Cuatro o mas ganglios regionales son positivos.

N2a De cuatro a seis ganglios linfaticos regionales son positivos.

N2b Siete 0 mas ganglios linfaticos regionales son positivos.

*Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al., eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th ed. New York, NY: Springer; 2017.
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Tabla 10. Estadiaje TNM para adenocarcinomas, carcinomas neuroendocrinos de alto grado y
carcinomas escamosos de colon y recto (AJCC, 8? edicion*).

Categoria M Criterios

MO Sin metastasis a distancia mediante imagenes, etc.; sin evidencia de tumor en sitios u
organos distantes (esta categoria no la asignan los patologos).

M1 Se identifica metastasis a uno o mas sitios u drganos distantes o metastasis peritoneal.

M1a Se identifica metastasis en un sitio u 6rgano sin metastasis peritoneal.

M1b Se identifica metastasis a dos 0 mas sitios u 6rganos sin metastasis peritoneal.

M1c I'-Iay metastasis en la superficie peritoneal solas 0 con metastasis en otros sitios u
organos.

*Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al., eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th ed. New York, NY: Springer; 2017.

Tabla 11. Grupos de estadiaje prondstico segun la AJCC (8? edicion*)

Estadio T N M
0 Tis NO MO
I T1, T2 NO MO
Il T3, T4 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
IIC T4b NO MO
Il Cualquier T N1, N2 MO
1A T1, T2 N1 MO
T N2a MO

B T1, T2 N2b MO
T2, T3 N2a MO

T3, T4a N1 MO

lnc T3, T4a N2b MO
T4a N2a MO

T4b N1, N2 MO

v Cualquier T Cualquier N M1
IVA Cualquier T Cualquier N M1a
IVB Cualquier T Cualquier N M1b
IvC Cualquier T Cualquier N M1c

*Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al., eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th ed. New York, NY: Springer; 2017.
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9. TRATAMIENTO DEL CANCER DE COLON LOCALIZADO

El tratamiento de eleccion en el cancer de colon localizado es la cirugia (Argilés et al, 2020).
Sin embargo, multiples estudios han evaluado el beneficio de administrar un tratamiento
previo o posterior a la intervencion, mejorando los resultados en términos de supervivencia
que se obtenian con la cirugia de manera exclusiva.

9.1. Cirugia

Se considera reseccion curativa, la reseccion “en bloque” del tumor que incluya un
margen de al menos de 5 cm a cada lado, una linfadenectomia que incluya como minimo 12
ganglios y la ausencia de metastasis ganglionares o a distancia residuales tras la intervencion
(Voyer et al, 2003; West et al, 2010). La extension de la cirugia se vera modificada en
funcion de la presencia o no, de un sindrome hereditario de alto riesgo de CCR. En el caso
de un sindrome de Lynch, se recomienda la realizaciéon de una colectomia total
independientemente del tamafio tumoral o su afectacion ganglionar.

El abordaje quirtrgico se puede realizar mediante laparoscopia o laparotomia.
Multiples estudios han evaluado las diferencias existentes entre ambos abordajes (Lacy et
al, 2002; Bagshaw et al, 2012; Buunen et al, 2009; Green et al, 2013). De manera global, no
parece que existan diferencias en supervivencia libre de enfermedad o supervivencia global
(SG) segun estos abordajes. Sin embargo, la laparoscopia se ha asociado a una menor
estancia hospitalaria.

Recientemente, la cirugia robdtica se ha ido implementando cada vez mas para el
abordaje de distintas patologias. La colectomia robdtica ha sido comparada con la
laparoscopica en estudios prospectivos (Chang et al, 2015; Zarak et al, 2015; Trastulli et al,
2015). Los datos aportados sugieren un menor sangrado, un menor tiempo de recuperacion
posoperatoria, una menor estancia hospitalaria y menor tasa de complicaciones. Sin
embargo, requiere cirujanos experimentados y su coste es elevado.

En base a los datos aportados se considera de eleccion un abordaje minimamente
invasivo, siempre que sea posible, salvo en los siguientes casos: a) obstruccion o perforacion
intestinal, b) tumores localmente avanzados que invaden estructuras adyacentes, y c)
pacientes con alto riesgo de adherencias por cirugia previa.

9.2. Tratamiento neoadyuvante

Recientemente se ha postulado el tratamiento neoadyuvante como una opcioén en
aquellos pacientes con tumores cT4b o afectacion ganglionar “bulky”. Esta recomendacion
se basa en los datos publicados de los estudios FOXTROT (Morton et al, 2023), NICHE
(Chalabi et al, 2020) y NICHE 2 (Sallinen, 2024).
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El estudio fase IIl FOXTROT incluy6 1052 pacientes con cancer de colon ¢T3 de alto
riesgo y T4, NO-N2, sin datos de obstruccion al diagnostico y quirtrgicos. Se randomizaron
a tratamiento perioperatorio frente a FOLFOX adyuvante tras la cirugia. Los andlisis
iniciales a 2 afios mostraron una buena tolerancia al tratamiento neoadyuvante, un mayor
grado de regresion histologica (p = 0.04) y una tendencia a un menor riesgo de recaida a dos
afios (RR) = 0.72 (95% CI, 0.54 to 0.98, p = 0.037) (Morton et al, 2023). Sin embargo,
existen una serie de criticas a este estudio como que hasta el 24% de los pacientes incluidos
en el brazo control, eran en realidad estadios II de bajo riesgo. De esto se infiere que existe
un sobretratamiento en muchos de los pacientes incluidos. Tampoco se objetivo un beneficio
del tratamiento neoadyuvante en el subgrupo de pacientes AMMR/MSI-H.

Los estudios NICHE (Chalabi et al, 2020) y NICHE 2 (Sallinen, 2024) evaluaron el
papel de la inmunoterapia en pacientes AMMR/MSI-H. El estudio fase II NICHE 2, incluy6
112 pacientes con CCR estadio III dMMR. Todos los pacientes recibieron 1 dosis de
Ipilimumab (1 mg/kg) + 2 dosis de Nivolumab (3 mg/kg). A las 6 semanas se realizo la
intervencion. Se observd que el 99% de los pacientes incluidos presentod algin tipo de
respuesta patologica (el 95% presentd respuesta parcial patologica mayor y el 4% una
respuesta patologica parcial). Segtn los datos, con un seguimiento de 13 meses, ninguno de
los pacientes incluidos ha presentado una recidiva.

En base a los resultados descritos, las guias NCCN (“National Comprehensive Cancer
Network™), proponen el empleo de FOLFOX neoadyuvante en aquellos pacientes pMMR con
cT4b o afectacion ganglionar bulky e inmunoterapia en aquellos IMMR/MSI-H.

9.3. Tratamiento adyuvante

El prondstico de los pacientes con CC varia en funcion del estadiaje al diagnostico.
Asi, mientras que el 90% de los pacientes diagnosticados de un céncer de colon (CC) en
estadio I seguiran vivos a los 5 afos, la SG cae a menos de un 15% a los 5 afios en caso de
que se diagnostique en una fase avanzada de la enfermedad (Amin et al, 2017) (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia en funcion de los distintos estadios de CC
segln la 8° clasificacion de la AJCC (Amin et al, 2017).

En general, hasta el 80% de los pacientes con CC se diagnostican en estadios
localizados o localmente avanzados (estadios I, II y III), donde el tratamiento de eleccion es
la cirugia. Sin embargo, la recidiva tras la cirugia es frecuente y suele ser la causa de
fallecimiento en muchos de ellos. En funcion del estadiaje patologico (pTNM), algunos
pacientes deberan recibir tratamiento adyuvante con quimioterapia. El objetivo de este
tratamiento serd erradicar la presencia de micrometastasis para disminuir el riesgo de recaida
tras la intervencion y en definitiva, aumentar la supervivencia (André et al 2004; Kuebler et
al, 2007).

En el caso de los pacientes con CC en estadio III, la administracién de tratamiento
adyuvante tras la cirugia se considera un estandar. Varios estudios como el MOSAIC (André
et al, 2015) y el NO16968 (Schmoll et al, 2015) han demostrado su beneficio. Los datos
publicados indican que aproximadamente el 60% de los pacientes con CC en estadio III
estaran curados con la cirugia de manera exclusiva. Sin embargo, la adyuvancia disminuira
el riesgo de recaida en aproximadamente un 30% a los 5 afios de seguimiento.
Lamentablemente, el beneficio de la adyuvancia no esta tan claro en el caso de los estadios
MmAas precoces.

En los pacientes con CC en estadios I o II sin factores de riesgo, la cirugia por si sola
se considera curativa en mas de un 70% de los casos a los 5 afios. El beneficio del tratamiento
complementario en este subgrupo se ha evaluado en multiples ensayos, sin embargo,
unicamente el estudio QUASAR ha demostrado un pequefio beneficio de supervivencia para
los pacientes en estadio II tratados con 5-FU/LV adyuvante (Gray et al, 2007). Por ello, a dia
de hoy y para evitar un sobretratamiento, la indicaciéon de la administracion de tratamiento
complementario se reduce a aquellos pacientes con un CC estadio II que presenten algtin factor
de riesgo, como se expone en el esquema de la figura 9.
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CC ESTADIO I
BAJO RIESGO RIESGO INTERMEDIO ALTO RIESGO
No factores de Uno de los siguientes: pT4
riesgo Invasion linfatica Perforacion
Invasién vascular <12 ganglios
Invasion perineural Varios factores de riesgo
Grado 3 intermedio
Obstruccion MSI o MSS
CEA >5 ng/ml al diagndstico |
ADYUVANCIA:
FOLFOX 6 meses
CAPOX 6 meses
( 1 CAPOX 3 meses
MSI MSS
< ADYUVANCIA:
5FU/LV 6 meses
Capecitabina 6 meses
> SEGUIMIENTO <

Figura 9. Esquema de tratamiento para los pacientes con cancer de colon en estadio Il. Elaboracion propia a
partir de referencia guia ESMO de CC localizado (Argilés et al, 2020).

10. FACTORES DE RIESGO

Como ya se ha comentado, ademds del TNM, se han descrito una serie de factores que se
deben de tener en cuenta por sus implicaciones a la hora de evaluar la necesidad de un
tratamiento adyuvante, ya que aumentan de manera significativa el riesgo de recidiva:

1. Afectacion ganglionar: El nimero de ganglios analizados tras la cirugia debe ser
descrito siempre en el informe de anatomia patologica. Varios estudios han
relacionado un mayor nimero de ganglios analizados (al menos 12) con una
mayor supervivencia independientemente de que estos fuesen positivos o
negativos (Le Voyer et al, 2003; Lykke et al, 2013). Un estudio reciente, evalud
el beneficio de la adyuvancia en aquellos pacientes en estadio II de bajo riesgo
(pT3pNO) con <12 ganglios analizados como factor de riesgo. Se objetivd un
beneficio en SG en aquellos pacientes que recibian quimioterapia (Wells et al,
2017). Por este motivo, las guias ESMO definen la ausencia de al menos 12
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ganglios analizados como una linfadenectomia subdptima y lo consideran un
factor de riesgo mayor (Argilés et al, 2020).

. Tamario tumoral: Se define tumor T4 aquel que invade la superficie del peritoneo

visceral o se adhiere o infiltra 6rganos o estructuras vecinas. El tamafio tumoral
se considera un factor de riesgo mayor, ya que empeora el prondstico de manera
significativa con tasas de SG a los 5 afios de un 60,6% para los estadios IIB
(T4aNOMO) y de un 45,7% para los estadios IIC (T4bNOMO) (Gunderson et al,
2010).

. Invasion perineural (IPN): Se define como la infiltracion de las células tumorales

a través de las fibras nerviosas. La IPN esta presente hasta en un 20% de los casos.
Su presencia se ha asociado con recurrencia local y a distancia asi como una menor
supervivencia libre de enfermedad (Quabh et al, 2008; Knijn et al, 2016; Lim et al,
2010).

. Perforacion y obstruccion: La perforacion suele aparecer en un 3-10% de los

pacientes con CCR y la obstrucciéon en un 8-20%. Los pacientes con cancer de
colon que inicialmente presentaron perforacion suelen tener peor supervivencia
libre de recurrencia y mayores tasas de complicaciones postoperatorias que
aquellos que tuvieron obstruccion (Yang et al, 2022).

. Invasion linfovascular (ILV): Est4 presente en aproximadamente un 12% de los

casos y conlleva un aumento de riesgo de diseminacion ganglionar. La invasion
de pequefios vasos se asocia a metdstasis ganglionares y constituye en muchos
estudios un factor de prondstico adverso (Santos et al, 2013; Lim et al, 2010). En
el andlisis multivariante la invasion venosa ha resultado un factor pronostico
adverso y un factor de riesgo para metastasis hepaticas (Lim et al, 2010).

. Neoplasia de alto grado: El grado tumoral se define por el area tumoral que

presenta un menor grado de diferenciacion y se asocia a neoplasias mas agresivas
y mayor IPN e ILV (Barrersi et al, 2015). En el frente de invasion del tumor se
producen pequefias proyecciones o gemaciones tumorales (“tumor budding”)
poco diferenciados que representan transformacion epitelio-mesénquima y no
deben ser evaluadas para establecer el grado tumoral.

. Tumor budding: El “tumor budding” se define como la presencia de células

aisladas o pequefios agregados de hasta 4 células tumorales localizadas en el frente
de invasion del tumor. Se han establecido 3 categorias (baja, intermedia y alta)
segin el numero de gemaciones/clusters (“buds”) identificados. Se asocia a un
peor pronostico y se considera una manifestacion morfoldgica del fenémeno de
transicion epitelio-mesénquima (Fujiyoshi et al, 2020; Trinh et al, 2018). Se
ha demostrado el prondstico adverso del tumor budding alto en pacientes en
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estadio Il y se ha abogado por su inclusiéon como un factor de alto riesgo para la
toma de decisiones sobre quimioterapia en pacientes en estadio II (Petrelli et al,
2015).

. CEA elevado al diagnostico: E1 CEA (antigeno carcinoembrionario) es una
glicoproteina que aparece elevada en el suero de algunos pacientes con cancer
(Goldstein et al, 2005). Su elevacién se ha asociado a un mayor riesgo de
desarrollo de enfermedad a distancia. De hecho, un estudio definido dicha
elevacion como el tnico marcador predictivo de metastasis a distancia en aquellos
pacientes con CCR estadio I (pT1) (Lou et al, 2013).

. Otros factores de riesgo:

9.1. CDX2: La proteina codificada por el gen CDX2 (“‘caudal type homeobox 2”)
es miembro de la familia de genes del factor de transcripcion homeobox
relacionado con la regulacion de genes especificos del intestino implicados
en el crecimiento y la diferenciacion celular. CDX2 participa en el desarrollo
embrionario temprano del tracto intestinal y su expresion aberrante se asocia
con inflamacion intestinal y  tumorigénesis. La  expresion
inmunohistoquimica del factor de transcripcion CDX2 en el CCR se ha
empleado de manera tradicional como un marcador de diferenciacion de las
células epiteliales del intestino. Sin embargo, en los ultimos afios, varios
trabajos lo han postulado también como un posible marcador de riesgo. La
ausencia de expresion de CDX2 en pacientes con CCR estadio II y III se ha
correlacionado con una peor supervivencia libre de enfermedad y con un
mayor beneficio del tratamiento de quimioterapia (Dalerba et al, 2016; Yu et
al, 2019). Otros estudios han mostrado que la pérdida concomitante de
expresion de CDX2 y SATB2 es un biomarcador de prondstico en pacientes
con tumores inestables en estadios II-III (Ma et al, 2019), sin embargo la
pérdida aislada de CDX2 o SATB2 no es un biomarcador de prondstico para
el CCR en estadio IIT (Lee et al, 2024).

9.2. SATB2: Se trata de una proteina especial de union al ADN implicada en la
regulacion transcripcional y remodelacion de la cromatina. SA7B2 es un gen
un supresor de tumores que media la progresion y la diseminacion tumoral a
través del control de los fendmenos de transicion epitelio-mesénquima (Roy
et al, 2020). Su menor expresion en tejidos de adenocarcinomas de colon se
asocid con un peor prondstico y un mayor riesgo de metastasis a distancia
(Wang et al, 2009; Eberhard et al, 2012). Aunque STAB2 parece un
biomarcador inmunohistoquimico del prondstico superior a CDX2 en analisis
univariantes, es menos sensible ya que se pierde con mayor frecuencia (Ma
et al, 2019).
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9.3. Inestabilidad de microsatélites: Se debe a la presencia de mutaciones o
alteraciones epigenéticas en los genes de reparacion de los errores de la
replicacion del ADN (MLHI, MSH2, MSH6, PMS2) o a la presencia de
deleciones germinales del gen EPCAM (Hampel et al, 2005). Estas
alteraciones ocurren en un 2-4% de los casos a nivel germinal o hasta en un
19% a nivel somatico. Es mas frecuente encontrarlas en estadios precoces lo
que sugiere que confieren un menor riesgo de metastasis. De hecho, se ha
establecido como un factor de buen prondstico en el CCR estadio II
(Klingbiel et al, 2015; Koopman et al, 2009).

Existen ademas otros biomarcadores potenciales como la carga mutacional tumoral
(TMB, “tumor mutational burden”), ciertas proteinas, “inmune scores” y/o perfiles de
expresion génica que todavia no han sido confirmados o tienen un limitado uso en la practica
clinica (Yamanaka et al, 2016).

11. PROTEOMICA

La protedomica es la ciencia que estudia el conjunto completo de las proteinas que una célula
u organismo puede expresar, o lo que es lo mismo, el proteoma (Wilkins et al, 1996).
Mientras que el genoma es idéntico en todas las células que conforman el organismo, la
expresion proteica va a variar en funcion del tipo celular, etapa de ciclo celular y otros
condicionantes externos como el propio envejecimiento (Klose et al, 199). Podemos inferir
de esto, que los organismos pluricelulares como los humanos, podemos producir un nimero
muy superior de proteinas respecto al nimero de genes que conforman nuestro genoma. Esto
se debe a dos fenomenos: a) el splicing alternativo y b) las modificaciones postraduccionales
y/o proteolisis (Figura 10).

a) Splicing alternativo: el genoma estd codificado por regiones codificantes o
“exones” y regiones no codificantes o “intrones”. Durante el proceso de
maduracion del ARNm los intrones son eliminados y se generan diferentes
combinaciones de exones que dan lugar diferentes ARNm mediante un proceso
denominado “splicing” (corte/empalme) alternativo.

b) Modificaciones postraduccionales: una vez que se forma la proteina tras un
proceso  denominado  traducciéon, pueden aparecer modificaciones
postraduccionales (fosforilaciones, glicosilaciones, ubicuitinizacion, etc.) que
alteren la funcion de dicha proteina debidas a la adicion de grupos sustituyentes
(grupos fosfatos, aziicares, ubicuitinia, etc).
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Figura 10. Representacion esquematica del proceso conocido como “splicing alternativo”. Elaboracion propia.
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Gracias al fenomeno de splicing alternativo, un gen puede dar lugar a multiples
proteinas, aunque su expresion y la funcién que realicen en las diferentes células se vera
condicionada por las necesidades celulares en ese momento, las condiciones ambientales
circundantes y las interacciones que se produzcan entre ellas. Esto explica el caracter
dindmico y mas informativo del proteoma comparado con el genoma asi como la gran
complejidad que supone su estudio e interpretacion.

11.1. Proteomica clinica y biomarcadores

La protedmica es una de las técnicas mas extendidas en los ultimos afos en la
investigacion biomédica para la buisqueda y caracterizacion de proteinas implicadas en
diversas patologias. El poder analitico de la técnica, en cuanto a sensibilidad y versatilidad
en el estudio de las proteinas presentes tanto en los tejidos asi como en todo tipo de fluidos
bioldgicos (suero, saliva, lagrima, orina, etc.), hace de ella la herramienta de eleccion en la
busqueda de nuevos biomarcadores (Zhou et al, 2024).

Se considera que un biomarcador es una molécula (con frecuencia una proteina) que
se ha de medir de manera objetiva y cuyo valor es indicador de procesos bioldgicos normales
o patologicos como la progresion de la enfermedad o la respuesta a tratamientos (Calif et al,
2018). El proceso de descubrimiento y validaciéon de un nuevo biomarcador se suele
desarrollar siguiendo las fases de descubrimiento, confirmacion, verificacion y validacion.

En el campo de la oncologia, la busqueda de biomarcadores predictivos, pronosticos
y dianas terapéuticas estd en aumento. La proteémica ha permitido el desarrollo de una
medicina de mayor precision. Mediante el uso de la protedémica podemos obtener
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informacion sobre los mecanismos que subyacen en el desarrollo tumoral a lo largo de sus
distintas fases, teniendo en cuenta la complejidad de interacciones y cambios que ocurren
mas alld del genoma (Liu et al, 2016).

Tradicionalmente el estudio protedmico de los tumores de pacientes con cancer de
colon se realizaba sobre plasma (Murakoshi et al, 2011; Thorsen et al, 2013), o muestras de
tejido tumoral fresco/congelado primario (Vasaikar et al; 2019) y/o metastasico (Li et al,
2020), lo que podia representar cierta limitacion en el nimero de muestras y/o en la seleccion
precisa de las areas tumorales para comparar de forma fiable con el tejido de control.
Recientemente, nuestro grupo de investigacion de la Universidad de Santiago de Compostela
ha desarrollado técnicas de desparafinado de muestras de tejido fijado en formol e incluido
en parafina (FFIP), mediante el uso de agua a alta temperatura, que permiten obtener
proteinas en un estado adecuado para el andlisis proteémico (Garcia-Vence et al, 2021;
Garcia-Vence et al, 2020). En el caso del CCR, varios estudios publicados recientemente han
buscado la caracterizacion protedmica de este tumor y de los mecanismos que subyacen al
desarrollo de metastasis (Vasaikar et al, 2019; Kim et al, 2019; Li et al, 2020). Sin embargo,
son escasos los trabajos que han evaluado su uso en enfermedad localizada. Otro estudio
reciente analizd 76 muestras de CCR fijado en formol e incluido en parafina en estadios
tempranos del CCR (pTINOMO y pT2NOMO), comparandolo con tejido de mucosa normal
o mucosa inflamada. En este estudio, que utiliz6 técnicas protedmicas cuantitativas “Label
free”, se encontraron diferencias en los niveles de expresion de olfactomedina-4 (OLFM4),
quinindégeno-1 (KNG1) y la proteina de transporte Sec24C (Sec24C) en las etapas iniciales
del CCR en comparacion con los tejidos normales y premalignos (Quesada-Calvo et al,
2017). El grupo de Yamamoto y cols. también emple6 tejido de CCR incluido en parafina
para realizar un andlisis de protedmica global. Los resultados de este grupo mostraron
niveles de expresion mas altos de ciclofilina A, anexina A2 y aldolasa A en el cancer en
comparacion con las areas no cancerigenas (Yamamoto et al, 2017).

El método mas empleado para el andlisis comparativo de las proteinas expresadas de
manera diferencial se basa en la separacion de proteinas por cromatografia liquida de alta
presion (LC) acoplada a MS (espectrometria de masas) (LC-MS/MS). Este método arroja
como resultado un listado de proteinas expresadas en las diferentes muestras asi como las
diferencialmente expresadas en los distintos grupos. Estas listas de proteinas pueden
contener falsos positivos, por lo que se consideran proteinas candidatas a biomarcadores que
necesitaran ser validadas en estudios posteriores. En los Ultimos 10 afos la tecnologia
SWATH-MS-MS (Sequential Window Acquisition of All Theoretical Fragment lon Mass
Spectra) se ha convertido en una técnica precisa y de alta resolucion para la identificacion y
la cuantificacion de proteinas expresadas diferencialmente entre diferentes grupos como
controles sanos y patologicos.

El presente trabajo de tesis doctoral incluye la bisqueda de biomarcadores mediante
protedmica diferencial en CCR. Esta técnica se basa en la comparacion de dos o mas
muestras seleccionadas entre las cuales esperamos encontrar diferencias. Para el andlisis de
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las caracteristicas de los dos grupos se seleccionardn muestras de tejido tumoral FFIP. La
principal ventaja de este método de conservacion en parafina es que permite almacenar los
tejidos durante largos periodos de tiempo a temperatura ambiente, garantizando la
conservacion de la morfologia celular y a un bajo coste. Esto permite disponer de una forma
sencilla de una gran cantidad de muestras, seleccionar de forma fiable el tejido a estudiar, e
incluso hacer estudios retrospectivos de distintas patologias.
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1. HIPOTESIS

El CCR es el tercero mas frecuente a nivel mundial (GLOBOCAN 2022). Hasta el 80% de
los casos se diagnostican en estadios localizados y localmente avanzados siendo la cirugia
el tratamiento de eleccion.

De acuerdo con los datos publicados sabemos que entre un 75-79% de los pacientes
en estadio [ y un 38-67% con estadio II-III se habran curado s6lo con la cirugia (Verhoeff et
al, 2016). En funcion del estadiaje patologico (pTNM), algunos pacientes deberan recibir
tratamiento adyuvante con quimioterapia con el objetivo de disminuir el riesgo de recidiva
y, por lo tanto, aumentar su supervivencia.

La quimioterapia adyuvante ha demostrado una reduccion del riesgo de recaida en
un 30% en los estadios III, mientras que su beneficio en estadios més precoces no esta tan
claro (Quasar Collaborative Group et al, 2007; O'Connell et al, 2004). La indicaciéon de un
tratamiento adyuvante en los CC estadio II se basa de manera exclusiva en la presencia de
factores de riesgo clinicos como: a) menos de 12 ganglios linfaticos regionales analizados,
b) presencia de invasion linfovascular o perineural, c) histologia de adenocarcinoma
probremente diferenciado, d) diagnostico inicial en forma de obstruccion o perforacion y/o
e) un estadiaje patologico T4 (Petersen et al, 2002).

Con el fin de realizar un tratamiento mas adecuado, es necesario poder seleccionar
aquellos pacientes con estadios precoces de la enfermedad que se podrian beneficiar mas de
un tratamiento adyuvante, asi como, determinar también si existe algin marcador predictor
de mal pronostico en pacientes con estadios mas avanzados.

Por ello, en esta tesis doctoral se parte de la hipotesis de que: el estudio retrospectivo
mediante técnicas de proteomica diferencial de muestras de cancer de colon (CC) incluidas
en parafina de pacientes en distintos estadios, permitird identificar algun/as proteina/s
asociada/s a un curso clinico particularmente agresivo. Esta/s proteina/s podria
considerase un biomarcador para los pacientes con CC en estadio localizado y localmente
avanzado que podrian beneficiarse de un tratamiento complementario a la cirugia.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo principal

Identificar mediante técnicas de protedmica un/os biomarcador/es de mal prondstico
que permitan seleccionar pacientes con CC en estadios I, II y III de alto riesgo.

2.2. Objetivos secundarios

1.

Definir las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio que se
asocian o no a recaida en < 5 afios desde la cirugia. Se considera recaida la
reaparicion de la neoplasia localizada o a distancia en < 5 afios desde la cirugia.
Definir las caracteristicas patoldgicas de los tumores de los pacientes incluidos
en el estudio que se asocian o no a recaida en < 5 afios desde la cirugia.
Determinar las alteraciones moleculares (MSI, RAS y BRAF) de los tumores de
los pacientes incluidos en el estudio que se asocian o0 no a recaida en < 5 afios
desde la cirugia

Evaluar mediante protedmica la expresion diferencial de proteinas en funcion de
la lateralidad del CC.
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MATERIAL Y METODOS

1. ASPECTOS ETICOS

Las muestras tumorales utilizadas en esta tesis doctoral se encuadran en el proyecto de
investigacion “Uso de protedmica para la determinacion de biomarcadores en cancer de
colon localizado y localmente avanzado”, cuya investigadora responsable es Soledad
Cameselle Garcia. Este proyecto tiene la evaluacion positiva del Comité de Etica de la
Investigacion de Galicia de Pontevedra-Vigo-Ourense (co6digo: 2020/565) y se cuenta con el
consentimiento informado de todos los pacientes incluidos en el estudio (ANEXO).

2. DISENO

Se trata de un estudio descriptivo retrospectivo.

3. AMBITO DEL ESTUDIO Y SELECCION Y EVALUACION DE LOS PACIENTES Y
MUESTRAS

3.1. Ambito del estudio

El estudio se realizé con el tejido tumoral excedente de diagnostico de pacientes
intervenidos por carcinoma colorrectal (CCR) en el Complejo Hospitalario Universitario de
Ourense (CHUO). Dichas muestras de tejido se habian fijado en formaldehido tamponado
al 10% e incluido en parafina (FFIP) segin los procedimientos de rutina en el Servicio de
Anatomia Patoldgica de la institucion. Las muestras se enviaron al Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago (CHUS), en cuyo Servicio de Anatomia Patoldgica se confirmo
representatividad del tejido tumoral y se realizaron las técnicas inmunohistoquimicas y
moleculares, mientras que el andlisis protedmico se realiz6 en la plataforma de protedmica
del Instituto de Investigacion Sanitaria (IDIS) del CHUS.

3.2. Seleccion de los participantes

Los pacientes se seleccionaron a partir del registro asistencial del Servicio de
Oncologia Médica del CHUO utilizando el sistema informatico de historia clinica electrénica
(IANUS) del Servicio Gallego de Salud (SERGAS). Se incluyeron en el estudio aquellos
pacientes intervenidos en el CHUO durante los ultimos 10 afios (2010 -2020) que tenian en el
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momento de la cirugia un diagnostico de CC en estadios I, IT y III de la AJCC (Amin et al,
2017) (Tabla 11) y que habian fallecido, estaban vivos con la enfermedad, o que estaban vivos
y libres de la enfermedad tras un seguimiento clinico de al menos 60 meses tras el diagnostico.
Ademas, los criterios adicionales de inclusion en este proyecto de tesis han sido: 1) edad igual
o mayor de 18 afios; 2) haber sido intervenido de un CC estadio I, I o III en el CHUO; y 3)
tener firmado un documento de consentimiento informado, o en el caso de pacientes fallecidos
ausencia manifestacion en contra en la historia clinica. El documento de consentimiento
informado se obtuvo durante las consultas de seguimiento y/o tratamiento en los Servicios de
Digestivo y Oncologia Médica del CHUO. Los datos de los/as pacientes y muestras tumorales
fueron pseudonimizados. La seleccion de los pacientes y la obtencion del documento de
consentimiento informado ha sido realizada por la doctoranda (Soledad Cameselle Garcia -
SCG)

3.3. Datos clinicos

Los datos clinicos y los informes anatomopatoldgicos de los/as pacientes
seleccionados se han obtenido a partir de la revision de la historia clinica electronica utilizando
el programa informatico IANUS. De cada paciente se recogieron los siguientes datos: edad en
el momento del diagnéstico del tumor de colon, sexo, fecha de nacimiento, fecha de cirugia,
tipo de cirugia (tipo de reseccion, cirugia urgente o no urgente), localizacion del tumor (colon
derecho, transverso, descendente y colon sigmoide), tamafio tumoral, invasion vascular,
invasion perineural, tipo y subtipo tumoral, grado de diferenciacion, niimero de ganglios
evaluados, nimero de ganglios metastasicos, depdsitos tumorales, metdstasis a distancia,
obstruccion o perforacion al diagndstico, estado de los margenes quirtirgicos, estadio tumoral,
si ha recibido o no tratamiento complementario, fecha de la primera recaida tras la cirugia,
localizacion de la recaida, y el estado del paciente tras su seguimiento (vivo y sano, vivo con
cancer de colon, o muerto por dicha patologia o por otra causa). También se investigaron los
niveles séricos prequirirgicos de CEA en el momento del diagnéstico. El seguimiento se
realizd hasta el dia de la ultima consulta o muerte del paciente. Los datos clinicos (asi como
los patologicos, inmunohistoquimicos y moleculares) se incorporaron a un cuaderno de
recogida de datos (CRD) de forma seudonimizada, de acuerdo con la Ley organica 3/2018, del
5 de diciembre, de proteccion de datos personales y de garantia de los derechos digitales, la
Ley 14/2007 de 3 de julio de Investigacion Biomédica (LIBM) y el Real Decreto 1716/2011,
de 11 de noviembre. Toda esta recogida de informacion ha sido realizada por la doctoranda
(SCQ).

3.4. Seleccion de las muestras tumorales

Los bloques de parafina que contenian muestras de tejido tumoral habian sido fijados
en formaldehido tamponado al 10% y luego incluido en parafina, tras los pasos previos en
alcohol etilico de graduacion creciente (para su deshidratacion), segiin los procedimientos
de rutina del Servicio de Anatomia del CHUO. En el Servicio de Anatomia Patoldgica del

72



Material y Métodos

CHUS se realiz6 una preparacion histologica adicional de cada bloque recibido, que se tifio
con hematoxilina-eosina (H&E) como control para poder confirmar la representatividad del
tejido tumoral remitido. En cada caso, se confirmo¢ la idoneidad del bloque de parafina con
tejido tumoral para la realizacion del estudio revisando esa preparacion histologica (H&E)
adicional, simultaneamente la doctoranda (SCG) y uno de los directores de la tesis (Dr. Thab
Abdulkader Nallib - IAN) utilizando un microscopio de doble cabezal (Olimpus BX41TF,
Tokyo, Japon).

3.5. Datos anatomopatologicos

Las caracteristicas anatomopatologicas tumorales de los casos identificados se han
obtenido a partir de los datos de los informes de Anatomia Patoldgica del CHUO (tipo y
subtipo tumoral, margenes del tumor, la invasion vascular venosa, linfatica o perineural). En
el CHUS se reviso una preparacion histologica tefiida con H&E de cada caso de la tesis,
simultaneamente la doctoranda (SCG) y uno de los directores de la tesis (IAN) utilizando un
microscopio de doble cabezal (Olimpus BX41TF, Tokyo, Japdn) siguiendo los criterios de
la 5* edicion de la Clasificacion de Tumores del Sistema Digestivo de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). En esta fase se reviso el tipo y subtipo histoloégico de
adenocarcinoma (Tabla 4 en introduccion), el grado tumoral (Tablas 5 y 6 en introduccién),
asi como la representatividad de la muestra para el resto de las determinaciones del proyecto
de tesis. También se marco en cada preparacion el area de tejido tumoral como referencia
para obtener posteriormente muestra de tumor para el estudio molecular y protedémico
mediante macro-microdiseccion a partir nuevas secciones de cada bloque de parafina
correspondiente.

4. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

El estudio de diferentes marcadores inmunohistoquimicos se realizd sobre secciones de 4-
um de espesor a partir de cada bloque con tejido tumoral FFIP usando el sistema EnVision
FLEX/HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca) y utilizando como cromégeno una disolucion de
3,3’-diaminobencidina (DAB) (GC80611-2; Dako) en un inmunotefiidor automatico (Dako
Omnis; Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos). Se utilizaron los anticuerpos primarios
para los siguientes antigenos: MLHI1 (MutL Protein Homolog 1), MSH2 (MutS Protein
Homolog 2), MSH6 (MutS Protein Homolog 6), PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased
2), SATB2 (Special AT-rich sequence-binding protein 2), CDX2 (Caudal type homeobox 2),
pS3 (tumor protein p53) y Ki-67 (Tabla 12). El sistema EnVision FLEX/HRP es
extremadamente sensible pues utiliza un polimero de dextrano de alto peso molecular al que
se conjugan de forma covalente un gran numero de moléculas de peroxidasa y anticuerpo
secundario. Este sistema evita los falsos positivos que se producen cuando se utilizan
sistemas avidina-biotina por la presencia de biotina endogena (Vyberg et al, 2016). El
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sistema EnVision FLEX/HRP incluye los siguientes pasos: 1) bloqueo de la peroxidasa
endogena con perdxido de hidrogeno al 3% durante 5 minutos (FLEX peroxidase, Dako); 2)
lavado con una disolucién de fosfato salino tamponado (PBS); 3) incubacién con los
anticuerpos primarios a temperatura ambiente durante 20 minutos; 4) lavado con PBS; 5)
aplicacion del enlazador; 6) incubacion con el sistema de polimeros de dextrano durante 20
minutos; 7) lavado con PBS; y 8) visualizacion del marcaje inmunohistoquimico con una
disolucion cromogénica de DAB durante 10 minutos. La conversion enzimatica de la DAB
produce un precipitado de color marrén que permite identificar la zona del antigeno en la
seccion de la preparacion histologica. El estudio incluyd controles internos positivos y
negativos. La mucosa de colon normal adyacente al tumor sirvié como tejido de control
interno positivo para MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, CDX2, SATB2 y Ki67, asi como control
negativo para p53. Las células endoteliales y linfocitos fueron controles positivos
adicionales para MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y Ki67, y negativos para p53.

Tabla 12. Caracteristicas de los anticuerpos, dilucion y recuperacion antigénica.

Antigeno Clon anTZiFé Zec'jr;o Fabricante Dilucién RZ%LZ?ge;giccign
MLH1 ESO5 Raton, IgG1 Dako, Glostrup, RTU* pH 9
MSH2 FE11 Raton, 1gG1, kappa Dako RTU pH 9
MSHé6 EP49 Conejo, 1gG Dako RTU pHO
PMS2 EP51 Conejo, 1gG Dako RTU pHO
SATB2 EP281 Conejo, IgG Gennova SE‘S‘;gtr:;'C 1:50 pH 9
CDX2 DAK-CDX2 Raton, 1gG1, kappa Dako RTU pHO

P53 DO-7 Raton, 1gG2b, kappa Dako RTU pH 9
Ki-67 MIB-1 Raton, 1gG1, kappa Dako RTU pH 6

*RTU (“ready-to-use”), listo para usar.

Las preparaciones de inmunohistoquimica fueron evaluadas de forma conjunta por
la doctoranda y el Dr. Abdulkader utilizando el microscopio dptico de doble cabezal. En los
casos de discrepancia se reevaluo la preparacion hasta lograr un consenso. La valoracion se
realiz6 solo sobre células tumorales intactas y en los casos de tincion dudosa, el resultado se
considerd negativo para dicho marcador.

En el andlisis de expresion inmunohistoquimica de las proteinas codificadas por los
genes reparadores de errores de replicacion del ADN (mismatch repair, MMR) incluidas en
el estudio (MLHI, MSH2, MSH6 y PMS?2), se consider6 positividad (expresion
conservada/normal) cuando habia tincidon nuclear aunque esta tincion fuese solo en parte de
la poblacion tumoral (tincion parcheada) o de intensidad débil; los casos negativos tenian
pérdida completa de la expresion nuclear en todas las células tumorales (pérdida de
expresion) (Rekhtman N et al, 2019).
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Para CDX2 y SATB2 se considerd positividad (expresion conservada) la tincion
nuclear de las células tumorales con independencia del porcentaje de células tumorales
positivas (Rekhtman N et al, 2019).

La inmunotincién para p53 se considera un marcador subrogado de la mutacion del
gen TP53 (Rekhtman N et al, 2019). Por ello, se consider6 un patréon de tinciéon normal
(“wild-type”/no mutado), cuando el tejido tumoral mostrd alternancia de células negativas y
positivas (con frecuencia débil en intensidad). Por el contrario, se consider6 tincion positiva
(mutacién de TP53) cuando se observo cualquiera de los 2 siguientes patrones: a) patron de
tincion “block”, cuando se tifieron de forma fuerte y difusa todos los nucleos de las células
tumorales (refleja la acumulacion de una proteina p53 anormal), y b) patréon de tincion
“null”, cuando habia ausencia completa de tincion nuclear en el tumor (con positividad en
el control interno), pues refleja falta de la proteina p53 por la mutacion.

Para la evaluacion de Ki-67 solo se consider6 positiva la tincion nuclear y el resultado
se expreso en porcentaje de células positivas del total de células tumorales evaluadas (indice
de Ki-67). Para el contaje de Ki-67, la doctoranda e IAN seleccionaron conjuntamente las
areas tumorales con mayor positividad para Ki-67, las cuales fueron marcadas en la
preparacion. Posteriormente dichas preparaciones fueron digitalizadas mediante el escaner
de portaobjetos de microscopio PathScan combi (Excilone, Elancourt, Francia) y luego en
cada caso se contabilizo el indice de Ki-67 sobre las areas tumorales seleccionadas utilizando
el programa del sistema de analisis de imagen propio del sistema PathScan combi (Figura
11).

Figura 11. Evaluacion del indice de Ki-67 en los tumores. En este estudio, el porcentaje de células tumorales
positivas para anticuerpo anti-Ki-67 (indice de Ki-67), se evalud con un sistema automatizado de analisis de
imagen (PathScan combi). Arriba, en la imagen A se pueden observar los nlcleos positivos para Ki-67 (tefidos
de marron) y el area tumoral seleccionada con el raton (linea verde) para cuantificar Ki-67. En la imagen B,
el area a cuantificar muestra los nlcleos positivos para Ki-67 en rojo y el resto de los nicleos en azul
(negativos), segln el algoritmo del sistema de analisis de imagen.

75



SOLEDAD CAMESELLE GARCIA

5. ANALISIS MOLECULAR

De cada caso (cada bloque de parafina) se marc6 en la H&E correspondiente la zona
de tejido tumoral. Luego, se obtuvo tejido tumoral mediante macro-microdiseccion de
secciones de los bloques de tejido tumoral de 10 pm de espesor para la extraccion del ADN.
E1 ADN se obtuvo utilizando un kit de preparacion de muestras de ADN (Roche Diagnostics,
Basilea, Suiza) seglin las instrucciones del fabricante y se amplifico mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La doctoranda (SGF) con ayuda de los técnicos especialistas
realizé los estudios moleculares de cada uno de los genes (extraccion del ADN, PCR, e
interpretacion de los resultados).

5.1. Estudio de BRAF, NRAS 'y KRAS

Se analizaron las muestras tumorales para detectar mutaciones en los genes BRAF,
NRAS y KRAS mediante PCR en tiempo real utilizando los sistemas automatizados (kits)
Cobas BRAF/NRAS Mutation Test (Roche) y Cobas KRAS Mutation Test (Roche) con el
analizador Cobas z 480 (Roche), que incluye software especifico para la deteccion y
amplificacion de é&cidos nucleicos basado en placas. Este analizador estd disefiado para
usarse como un sistema de diagnostico que proporciona amplificacion y deteccion por PCR
en tiempo real de muestras de tejido FFIP, e incluye también controles positivos y negativos.
El test comercial para la mutacion BRAF/NRAS de Roche es una prueba de PCR en tiempo
real especifica de alelo para la deteccion e identificacion cualitativa de mutaciones de los
exones 11 y 15 en el gen del protooncogén B-Raf (BRAF) y mutaciones de los exones 2, 3,
y 4 en el gen homologo del oncogén viral RAS del neuroblastoma (NRAS) a partir de
muestras de tejido FFIP. El test comercial para KRAS de Roche detecta las mutaciones en
los codones 12, 13 y 61 del gen KRAS.

5.2. Estudio de TERTp.

Para la determinacion de las variantes en los 2 hot-spots (-146C y -124C) ya descritos
de la region promotora del gen TERT, se ha realizado mediante amplificacion (PCR) de una
region de 163 pares de bases que incluye dichos hot-spots utilizando los cebadores sentido
con secuencia 5’-CagCgCTgCCTgAAACTC-3’ y antisentido con secuencia 5’-
gTCCTgCCCCTTCACCTT-3" (Melo et al, 2014). Posteriormente se ha realizado la
reaccion de secuencia utilizando los mismos primers que en la PCR, y la secuenciacion del
producto en un secuenciador de capilares Beckman-Coulter CEQ8000 (Fullerton, CA). El
analisis del cromatograma ha sido realizado con el programa gratuito Chromas
(Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Australia).
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6. ANALISIS PROTEOMICO

El analisis protedmico se realiz6 mediante macro-microdiseccion de secciones 10 um
de espesor de los bloques de tejido tumoral que habia sido FFIP, tras pasos previos en alcohol
etilico de graduacion creciente (para su deshidratacion), segiin los procedimientos de rutina
del Servicio de Anatomia del CHUO. Se realizé un estudio de protedmica diferencial tanto
cuantitativa como cualitativa del tejido tumoral empleando un equipo triple TOF 6600 de
Sciex (SCIEX, Foster City, CA, Estados Unidos), que permite realizar un analisis cualitativo
(modo dependiente de datos-DDA) y cuantitativo a través del método de adquisicion
SWATH-MS. La doctoranda (SGF), bajo supervision de su directora de tesis (Susana Bravo-
SB) realiz6 los diferentes procesos de estudios protedémicos tanto cualitativos como
cuantitativos (desparafinado, digestion, introduccion de la muestra en los equipos y analisis
de los resultados).

Para este analisis protedmico se realizaron los siguientes pasos:

1. Desparafinado: Se procedi6 al desparafinado de las muestras y posteriormente a
la extraccion de las proteinas segun el protocolo publicado por nuestro grupo de
investigacion (Garcia-Vence et al, 2020; Garcia-Vence et al, 2021). A
continuacion cada 100 microgramos de proteina se pre-concetraron en un gel
SDS-PAGE para su digestion con tripsina.

2. Analisis cualitativo: Para el andlisis cualitativo los péptidos se separaron usando
una columna de fase reversa en un gradiente de 90 minutos empezando con 5%
de acetonitrilo con 0,1% de acido formico (fase B) y 95 % de agua con 0,1% de
acido formico (fase A) hasta el 90% By 10% de A. Luego, los péptidos ionizados
se volcaron directamente en el espectrometro de masas que funciona en modo
dependiente de datos (DDA). Los datos de MS (masas) y MSMS (masas/masas)
se lanzaron contra las bases de datos de proteinas humanas (uniprot,
https://www.uniprot.org/) con ayuda del programa ProteinPilot (software 5.0.1,
ABSciex, Madrid, Espafia) para la identificacion de las proteinas. Consideraremos
con buena identificacion aquellas proteinas identificadas con un FDR (False
Discovery Rate) <1%, es decir con menos del 1% de error.

3. Analisis cuantitativo: Se realiz6 un analisis cuantitativo SWATH-MS. Primero se
realizd una libreria usando los métodos anteriormente descritos. Para ello se
usaron “pooles” de las muestras pertenecientes a cada grupo. Una vez obtenida
esta libreria, se utilizo para crear el método de busqueda SWATH-MS (método
independiente de datos IDA), en el que utilizamos 100 ventanas con el fin de
buscar todos los péptidos presentes en la libreria y asi poder cuantificarlos. Los
tiempos de retencidon se ajustaron en la aplicacion Peakview y se procedid a la
extraccion de las areas de cada una de las proteinas en cada muestra. Estas areas
correspondieron a 10 péptidos por proteina y 7 rupturas por péptido. Las areas se
analizaron en el programa Marker View en el que se realizé el andlisis de lo
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componentes principales (PCA) para ver las diferencias entre grupos y los analisis
estadisticos t-student. Asi consideraremos diferencialmente expresadas las
proteinas con un p<0,05 y FC (Fold Change) >1,5 o <0,6. Por otra parte las areas
normalizadas del SWATH-MS se obtuvieron con el GraphPad Prism 9, para
visualizar mejor los cambios de interés y se analizaron mediante un test Anova.

4. Analisis funcional: El andlisis funcional se realizé mediante el sofware de acceso
abierto FunRich (http://www.funrich.org), que es una herramienta que permite
realizar andlisis de enriquecimiento funcional. Por otro lado, para realizar el
analisis de interaccion entre las proteinas identificadas usamos el programa
STRING (https://string-db.org) seleccionando en el apartado de “settings” en
todos los casos la confianza mas alta/estricta entre interacciones (0,9000).

7. ANALISIS ESTADISTICO

En el andlisis estadistico los datos descriptivos del analisis se expresan en medias y
desviacion estandar, o en percentiles, cuando se trata de variables cuantitativas, asi como en
frecuencias absolutas y porcentajes en el caso de variables cualitativas.

En el andlisis bivariado, para investigar si existian diferencias entre las diferentes
variables a estudio y la recidiva tumoral, se utiliz6 la prueba Chi-cuadrado en el caso de que
estas variables fueran cualitativas, o las pruebas t de Student o la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney, si las variables eran cuantitativas. Para el analisis de supervivencia,
teniendo en cuenta el tiempo hasta la aparicion de la recidiva, sobre las variables predictoras,
algunas de ellas previamente categorizadas, se utilizaron las curvas de Kaplan-Meier. Para
la comparacion entre curvas de supervivencia se utilizo la prueba de Log-rank.

En el analisis multivariado, para investigar aquellas variables asociadas a un peor
prondstico de la enfermedad, se construyeron modelos de riesgos proporcionales de Cox. A
partir de los coeficientes se estimaron los riesgos con sus intervalos de confianza al 95%.

Para el andlisis de los resultados se utilizé el software R, que esta disponible de forma
libre en cran-R. Para realizar los graficos se utilizaron los paquetes “ggplot2” y “survminer”,
mientras que para el andlisis de la supervivencia se usd el paquete “survival”. Se
consideraron significativos los valores de p inferiores a 0,05.

78



Resultados y Discusion






RESULTADOS Y DISCUSION

1. DATOS CLINICO-PATOLOGICOS

En este estudio se han evaluado los casos de 73 pacientes con cancer de colon (CC) con
estadios patologicos I-111 intervenidos en el Complejo Hospitalario Universitario de Ourense
(CHOU). Todos los casos se agruparon en dos grupos/categorias:

1. Sin recaida: aquellos pacientes que no habian presentado recaida (n= 25).
2. Recaida: aquellos pacientes que habian presentado una recaida durante los 5
primeros afios tras la intervencion (n= 48).

1.1. Edad y sexo

Edad: 1a mediana de edad de los pacientes incluidos en el estudio fue de 71 afios (44-
89) (Tabla 13). En el grupo Sin Recaida esta mediana fue de 69 afios (rango 44-85) y en el
grupo Recaida de 71 anos (48-89).

Tabla 13. Distribucion por edad en el total de la poblacion y en los grupos Sin recaida y Recaida.

Total Sin recaida Con recaida p
(n=73) (n=25) (n=48)

Edad media

(desv. estandar; 69,53 68,12 70,27 0,290

rango) (8,6; 44-89) (8,8; 44-85) (8,5; 48-89)

Percentil 25 65 63,5 66

Percentil 50 71 69 71

Percentil 75 74 72,50 75,50

Sexo: en relacion con el sexo, el 57% de los pacientes incluidos fueron hombres y el 42,4%
mujeres (Tabla 14). En el grupo Sin recaida el 52% de los pacientes fueron hombres y el
48% mujeres. En el grupo Recaida el 60,4% fueron hombres y el 39,6% eran mujeres.

Tabla 14. Distribucion por sexo en el total de la poblacion y en los grupos Sin recaida y Recaida.

Total Sin recaida Con recaida p
(n=73) (n=25) (n=48)
Sexo
Hombre 42 (57,5%) 13 (52%) 29 (60,4%) 0,490
Mujer 31 (42,4%) 12 (48%) 19 (39,6%)
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En los ultimos afios, se ha experimentado un descenso en la incidencia de CCR en
los paises mas desarrollados debido a la implementacion de los programas de cribado y
deteccion precoz de CCR (Arnold et al, 2020; Siegel et al, 2023). Sin embargo, existe un
aumento en la incidencia del CC en adultos jovenes (menores de 50 afios) en ambos sexos
en paises como Estados Unidos (Siegel et al, 2023), Canada (Patel et al, 2016; Heer et al,
2024), Australia (Young et al, 2015) y Europa (Vuik et al, 2019). La incidencia del CCR esta
aumentando también en poblaciones tradicionalmente con baja incidencia como el Africa
subsahariana (Moen et al, 2024), probablemente en relacion con la adopcion de habitos de
vida occidentales.

En esta tesis doctoral se estudié una serie de 73 pacientes con CC en estadios I-I11
que incluy6 un grupo de 25 pacientes Sin recaida y otro de 48 con Recaida que tenian una
edad media de 69,53 afos y en la que el 57,5% eran hombres. Las cifras de nuestra serie del
CHUO son similares a las obtenidas a través del REGAT (REGAT, 2023) y a las descritas
para el CCR a nivel global (Arnold et al, 2020; Siegel et al, 2023). También coinciden con
las de otra serie reciente de 94.945 pacientes con diagnostico de CC en estadios I-I11 y NO
en Estados Unidos, que evidencid una edad media 68,58 afios, aunque con ligero predominio
de las mujeres (51,1%) (Dourado et al, 2024). Estos datos apoyan la representatividad de la
serie para el presente estudio.

1.2. Localizacion tumoral

Considerando el total de los pacientes de la serie, el 38,3 % de los tumores se
localizaron en el lado derecho: el 31,5% localizados en el colon ascendente y el 6,8% en el
colon transverso (Tabla 15). E1 61,6% de los tumores se presentaron en el lado izquierdo: el
9,5% localizados en el colon descendente y el 52% en el colon sigmoide (Figura 12).

LOCALIZACION DEL TOTAL LOCALIZACION DEL TOTAL

COLON ASCENDENTE

31,5%
DERECHO
38,3 %

SIGMA
52%

1ZQUIERDO
61,6%

Figura 12. Diagrama sectorial que muestra la localizacion del tumor en el total de la poblacion estudiada.

En el grupo Sin recaida el 40 % de los tumores fueron del lado derecho: el 36 %
localizados en el colon ascendente y el 4% en el colon transverso. El 60% de los tumores de
este grupo fueron tumores del lado izquierdo: el 4% localizados en el colon descendente y
el 56% en el colon sigmoide (Figura 13).
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LOCALIZACION SIN RECAIDA

COLON ASCENDENTE
36%

Figura 13. Diagrama sectorial que muestra la localizacion del tumor en el grupo Sin recaida.

En el grupo Recaida el 37,5% de los tumores fueron del lado derecho: el 29,2% localizados
en el colon ascendente y el 8,3% en el colon transverso. El 62,5% de los tumores de este
grupo fueron tumores del lado izquierdo: el 50% en el colon sigmoide y el 12,5% localizados

en el colon descendente (Figura 14).

LOCALIZACION CON RECAIDA

1ZQUIERDO
62,5%

DERECHO
375%

LOCALIZACION CON RECAIDA

COLON ASCENDENTE
29%

Figura 14. Diagrama sectorial que muestra la localizacion del tumor en el grupo Recaida.

Tabla 15. Distribucion por localizacion y lateralidad de los tumores analizados en el total de la poblacion,
en el grupo Sin recaida y en el grupo Recaida.

Localizacion

C. ascendente
C. transverso
C. descendente
C. sigmoide

Colon DERECHO
C.ascendente +
C. transverso

Colon IZQUIERDO
C. descendente+
C. sigmoide

Total
(n=73)
23 (31,5%)
5 (6,8%)
7 (9,5%)
38 (52,0%)

28 (38,3%)

45 (61,6%)

Sin recaida
(n=25)
9 (36%)
1 (4%)
1 (4%)
14 (56%)

10 (40%)

15 (60%)

Recaida
(n=48)

14 (29,2%)
4 (8,3%)
6 (12,5%)
24 (50%)

0,563

14 (37,5%)

0,701

30 (62,5%)
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Existe una mayor porcentaje de tumores localizados en el lado izquierdo del colon
(61%). En otras series publicadas de pacientes en Estados Unidos, se ha evaluado la
localizacion del tumor en funcién de la edad al diagnéstico. Se ha descrito una tendencia a
una localizacion rectal y en colon distal (42% y 30%) en los pacientes menores de 50 afios
(Siegel et al, 2023).

Aunque se ha descrito un mayor riesgo de muerte en los pacientes con tumores de
colon proximal (derecho) en comparaciéon con los canceres del lado izquierdo,
independientemente de las caracteristicas histologicas y el estado mutacional del gen BRAF
(Loupakis et al, 2015; Petrelli et al, 2017), no se encontré en nuestra serie asociacion
significativa entre localizacion tumoral especifica o lateralidad y el grupo de pacientes con
recaida.

1.3. Tipo de cirugia

Segun el tipo de cirugia realizada en los pacientes de nuestra serie se establecieron 4
grupos: 1) hemicolectomia derecha, 2) hemicolectomia izquierda, 3) reseccién segmentaria
del colon transverso y 4) sigmoidectomia (Tabla 16). También se evalu¢ si la cirugia fue
urgente o no (Tabla 16).

1. Técnica quirurgica: el 32,8% de los pacientes fue intervenido mediante una
hemicolectomia derecha (un 36% en el grupo Sin recaida y un 31% de los pacientes
en el grupo Recaida). Al 5,48% de los pacientes se les realiz6 una reseccion
segmentaria del colon transverso, lo que supuso un 4% de los pacientes en el grupo
Sin recaida y un 6,3% en el grupo con Recaida. El 15% de los pacientes fue
intervenido mediante una hemicolectomia izquierda: un 16% de los pacientes del
grupo Sin recaida y un 14,6% de los pacientes en el grupo Recaida. En el 46,5% de
los pacientes se realiz6 una sigmoidectomia: un 44% de los pacientes del grupo Sin
recaida y un 47,9% de los pacientes en el grupo Recaida.

2. Cirugia urgente: el 19,1% fueron intervenidos de urgencia. En el andlisis por
grupos solo un 4% de los pacientes en el grupo Sin recaida fue intervenido de
urgencia frente al 27,1% en el grupo Recaida. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas.

Tabla 16. Distribucion por tipo de cirugia y si fue una intervencion de urgencia en el total de la poblacion
estudiada y en los grupos Sin recaida y Recaida.

Total Sin recaida Con recaida

(n=73) (n=25) (n=48) p
Tipo de cirugia:
H. derecha 24 (32,8%) 9 (36%) 15 (31,3%)
H. izquierda 11 (15,0%) 4 (16%) 7 (14,6%) 0,325
R. segm. c. transv 4 (5,48%) 1 (4%) 3 (6,3%)
Sigmoidectomia 34 (46,5%) 11 (44%) 12 (47,9%)
Cirugia urgente
Si 14 (19,1%) 1 (4%) 13 (27,1%) 0,017
No 59 (80,8%) 24 (96%) 35 (72,9%)
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En la presente serie no se observaron diferencias significativas en relacion al tipo de
cirugia entre los grupos Recaida o Sin recaida. En relacion con la cirugia urgente, se ha
descrito que aproximadamente entre el 15% y el 40 % de los pacientes con CCR debutan
como urgencia quirtrgica, habitualmente debido a una perforacion u obstruccion intestinal
(Chen et al, 2017; Biondo et al, 2019; Biondo et al, 2008). La reseccion urgente del CC se
realizd el 19% de los pacientes de nuestra serie en comparacion con el 13% de una serie
canadiense de CC en estadios I-I1I (Wanis et al, 2018), el 16.2% en una serie estadounidense
de pacientes en estadio III con obstruccion (Dahdaleh et al, 2018), el 22% en una serie
britanica de pacientes en estadio I-IV (Banks et al, 2024) y el 30% de una serie de la Base
de Datos Nacional de Cancer 2006-2012 de Estados Unidos (Xu et al, 2017). En nuestra
serie, la cirugia urgente se asocio con el grupo Recaida (4% versus 27.1%, p=0,017) y menor
supervivencia libre de enfermedad (SLE) (Figura 22). Esto coincide con los reflejado en
publicaciones previas en las que la reseccion urgente del CC también se asocid a una menor
supervivencia y una mayor morbilidad postoperatoria (Wanis et al, 2018; Dahdaleh et al,
2018; Xu et al, 2017; McArdle et al, 2004; Chen et al, 2017). Nuestros hallazgos son
coherentes con las recomendaciones de las guias NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) que categorizan la perforacion u obstruccién como caracteristica de alto riesgo en
CC (Benson et al, 2024).

1.4. Estadio patologico

Los resultados en relacion con el estadio patologico se reflejan en la Tabla 17. En el
total de la muestra un 2,7% de los pacientes tenian tumores estadio I, el total de estos casos
se encontraban en el grupo Recaida. Se incluyeron un 45,15% de pacientes estadio Il y un
52% de pacientes estadio III. El grupo Sin recaida presentaba un 52% de tumores estadio II
y un 48% de estadio III. El grupo Recaida presentd un 41,6% de tumores estadio Il y un
54% de neoplasia estadio III. El 24% de los pacientes incluidos en el grupo Sin recaida y un
18,7% en el grupo Recaida presentaron un estadio II de alto riesgo (T4a/b, NO). En cuanto
a la afectacion ganglionar el 65,47% en el total de la poblacion estudiada presentd 1-3
ganglios afectos (N1 a-c) y un 12,33 % presentd mas de 3 ganglios afectos (N2a-b). En el
grupo Sin recaida un 44% fueron catalogados como N1 y un 8% N2. En el grupo Recaida
un 41,65% fueron catalogados como N1 y el 14,56% como N2.

La presencia de tumor residual microscopico (margen quirirgico positivo - R1) se
detectd en 2 (2,74%) de los pacientes, que pertenecian al grupo de Recaida (4,17%).
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Tabla 17. Distribucion de los pacientes segun estadiaje, profundidad de la afectacion tumoral (T),
afectacion ganglionar (N), nimero de ganglios afectados, presencia o no de depdsitos tumorales y la
afectacion de margen tras la intervencion (AJCC, 8° edicion*).

Total Sin recaida Con recaida p
(n=73) (n=25) (n=48)
Estadio:
| 2 (2,7%) 0 (0%) 2 (4,1%)
IA 18 (24,6%) 7 (28%) 11 (22,9%)
1IB 10 (13,7%) 4 (16%) 6 (12,5%)
Ic 5 (6,85) 2 (8%) 3 (6,2%) 0,540
A 4 (5,48%) 1 (4%) 3 (6,2%)
1B 28 (38,3%) 11 (44%) 17 (35,4%)
nc 6 (8,22%) 0 (0%) 6 (12,5%)
T:
T1 1(1,37%) 0 (0%) 1 (2,08%)
T2 5 (6,85%) 1 (4%) 4 (8,3%)
T3 39 (53,42) 17 (68%) 22 (45,8%) 0,463
T4a 21 (28,7%) 5 (20%) 16 (33,3%)
T4b 7 (9,59%) 2 (8%) 5 (10,4%)
N:
NO 33 (45,2%) 12 (48%) 21 (43,75%)
N1a 17 (23,29%) 6 (24%) 11 (22,9%)
N1b 11 (15,07%) 2 (8%) 9 (18,75%) 0.144
N1c 3 (4,11%) 3 (12%) 0 (0%) ’
N2a 7 (9,59%) 2 (8%) 5 (10,4%)
N2b 2 (2,74%) 0 (0%) 2 (4,16%)
Metastasis ganglionares:
0 33 (45,20%) 12 (48%) 21 (43,75%)
1 20 (27,40%) 9 (36%) 11 (22,9%)
2 8 (10.96%) 1 (4%) 7 (14,6%)
3 3 (4,11%) 1 (4%) 2 (4,17%)
4 3 (4,11%) 0 (0%) 3 (6,25%) 0,247
5 2 (2,74%) 2 (8%) 0 (0%)
6 2 (2,74%) 0 (0%) 2 (4,17%)
7 1(1,37%) 0 (0%) 1 (2,08%)
12 1(1,37%) 0 (0%) 1 (2,08%)
Depositos
Si 3 (4,11%) 3 (12%) 0 (0%)
No 70 (95,89%) 22 (88%) 48 (100%)
R1 2 (2,74%) 0 (0%) 2 (4,17%) 0,301

*Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al., eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th ed. New York, NY: Springer; 2017.

En la presente serie no se encontraron diferencias significativas en relacién al
estadiaje pTNM entre los 2 grupos Recaida 'y Sin recaida, 1o que apoya la validez de la serie
para los objetivos planteados en la tesis.
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En la actualidad existe un debate sobre si los margenes R1 representan un fallo
técnico en el momento de la cirugia o son el indicador de una enfermedad mas agresiva
(Smith et al, 2024). Un 2,7% de los pacientes incluidos en nuestra serie presentaron
malignidad microscopica del margen de reseccion (R1). Los dos casos R1 de nuestra serie
eran adenocarcinomas NOS de bajo grado con la expresion inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras conservada. Uno de estos casos (estadio IIIC), estaba perforado al
diagnostico y represent6 uno de los dos tinicos casos de la serie que albergaba la co-mutacion
de TP53 y del promotor de TERT, no pudiendo excluirse la hipdtesis de una biologia tumoral
mas agresiva en estos tumores.

Una serie danesa de pacientes con CCR estadio III mostr6 un 5,2% de pacientes con
afectacion R1. El andlisis multivariable realizado en dicha serie mostr6 una menor
supervivencia en los pacientes con: margenes R1, edad avanzada, estadio pN, invasion
perineural e invasion venosa en la muestra quirrgica (Smith et al, 2024). En otra serie de
pacientes con CC, también en estadio III, la afectacion de los margenes R1, se asoci6 a mayor
probabilidad de metéstasis a distancia (Smith et al, 2022). Una serie britanica (Khan et al,
2015) mostrd una tasa de R1 del 10,4% en las resecciones electivas y de hasta el 23,6% en
las resecciones de urgencia, estas tasas no se vieron influidas por la introduccion de la cirugia
laparoscopica. La asociacion de R1 con peor prondstico en las diferentes series (Khan et al,
2015; Smith et al, 2024; Smith et al, 2022) es coherente con su presencia exclusiva en el
grupo Recaida en nuestra serie.

1.5. Factores de mal pronostico

La presencia de factores clinicos de mal prondstico se resume en la Tabla 18. Un
80,82% de la poblacion total presentaba algiin factor de mal pronostico. El 68% de los
pacientes del grupo Sin recaida presentaba algun factor de mal pronostico frente a un 87,5%
en el grupo Recaida. Los resultados en relacion con factores cldsicos de mal prondstico
fueron los siguientes:

1. Perforacion: el 5,48% (4) de los pacientes debutd clinicamente con datos de
perforacion del tumor, todos ellos en el grupo Recaida.

2. Obstruccion: el 17,81% de los pacientes debutd clinicamente en forma de
obstruccién, un 4% de los pacientes en el grupo Sin recaida y un 25% en el grupo
Recaida.

3. Menos de 12 ganglios regionales analizados: en el 42,47% del total de la
poblacidon se analizaron menos de 12 ganglios en la pieza quirargica lo que
supuso un 40% de los pacientes incluidos en el grupo Sin recaida frente a un
43,75% en el grupo Recaida.

4. T4 a/b: el 38,36% del total presentd un tumor T4. Un 28% de los pacientes en el
grupo Sin recaida y un 43,75% en el grupo Recaida.
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Pobremente diferenciado o alto grado: un 13,7% de los pacientes presentaban
tumores de alto grado, 16% en el grupo Sin recaida y 12,5% en el grupo Recaida
(Figura 15)

Infiltracion linfo-vascular: el 30,14% de los pacientes presentaron afectacion
linfo-vascular en el total de la poblacion. Un 16% en el grupo Sin recaida y un
37,5% en el grupo Recaida.

Infiltracion perineural: el 20,55% de los pacientes presentaron afectacion
perineural en el total de la poblacién. Un 4% en el grupo Sin recaida y un 29,7%
en el grupo Recaida.

Antigeno carcinoembrionario (CEA) sérico: Los niveles de CEA sérico
prequirtrgico, el porcentaje de Ki-67 y los tipos histologicos tumorales se
muestran en la Tabla 18. De los 73 pacientes incluidos en el estudio, s6lo en 63
se habia determinado el CEA antes de la cirugia. E1 23% (15) de estos pacientes
presentaba un CEA prequirtrgico > 5 ng/ml, lo que supuso el 35,89% de los
pacientes en el grupo Recaida y el 8 % en el grupo Sin recaida. El1 75% de los
pacientes presentaba un CEA inferior a 5,2. Cuatro pacientes presentaron niveles
superiores a 10 ng/ml, los 4 pacientes pertenecen al grupo Recaida.

Tabla 18. Distribucion de los pacientes segun la presencia de factores de mal pronostico en el total de la

poblacién y en los grupos Sin recaida y Recaida.

Total Sin recaida Recaida P

(n=73) (n=25) (n=48)
Factores de mal pronéstico 59 (80,82%) 17 (68%) 42 (87,5%) 0,045
Perforacion 4 (5,48%) 0 4 (8,3%) 0,138
Obstruccion 13 (17,81%) 1 (4%) 12 (25%) 0,026
<12 ganglios 31 (42,47%) 10 (40%) 21 (43,75%) 0,758
T4 28 (38,36%) 7 (28%) 21 (43,75%) 0,189
Alto grado 10 (13,7%) 4 (16%) 6 (12,5%) 0,680
I. linfo-vascular 22 (30,14%) 4 (16%) 18 (37,5%) 0,057
I. perineural 15 (20,55%) 1 (4%) 14 (29,17%) 0,012

Al analizar factores de mal prondstico en nuestra serie evidenciamos que
caracteristicas como perforacion, obstruccion, tamano tumoral (T4 a/b), menos de 12
ganglios aislados, invasion linfo-vascular e invasion perineural fueron més frecuentes en el
grupo Recaida. Las diferencias entre el grupo Sin recaida y Recaida fueron estadisticamente
significativas para la obstruccion, la invasion linfo-vascular y la invasioén perineural y se

asociaron a

una menor SLE (Figuras 24, 25 y 26).

Aunque en una serie espafiola los pacientes con CC perforado mostraron peores
resultados a largo plazo que aquellos con obstruccion (Biondo et al, 2008); otra publicacion
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mas reciente del mismo grupo evidencié una mayor mortalidad postoperatoria a los 30 dias
en los pacientes obstruidos (14,7%) frente a los pacientes perforados (8,2%) (Biondo et al,
2019). Sin embargo, otros estudios confirman el peor pronostico de la perforacion en
comparacion con la obstruccion (Yang et al, 2022; Chen et al, 2017). Un estudio realizado
en Taiwan, analizo los datos de 81 pacientes con CC que debutaron en forma de perforacion
intestinal (23) y obstruccion (58). El grupo perforado tuvo una menor SLE, una mayor tasa
de recurrencia local y de metéstasis a distancia que el grupo con obstruccion, no obstante, la
SG no difiri6 entre estos dos grupos (Chen et al, 2017). La SG a 3 afios también fue similar
en ambos grupos en otra serie asidtica de paciente intervenidos de CC que incluy6 32
pacientes que debutaron al diagnéstico con una perforacion y 22 pacientes con una
obstruccion intestinal. Sin embargo, los pacientes que debutaron con una perforacion
intestinal tuvieron una menor SLE, tasas mas altas de complicaciones postoperatorias y
estadias mas prolongadas en la UCI que los pacientes que se presentaron obstruccion (Yang
et al, 2022). Otro estudio retrospectivo multicéntrico britdnico publicé los datos de 175
pacientes con CC que debutaron como una urgencia quirdargica: 140 (80%) fue en forma de
obstruccion intestinal y 35 (20%) como perforacion. Al comparar los datos obtenidos con el
grupo de pacientes a los que se les realiz6 una cirugia electiva, se mostré como la urgencia
quirdrgica se asocié con una menor probabilidad de recibir quimioterapia adyuvante (Banks
et al, 2024). En otra cohorte de pacientes con CC estadio III tratados con quimioterapia
adyuvante y seguidos prospectivamente, la obstruccion fue la clinica de debut en el 16,2%
y se asocid con una mayor recurrencia y una menor supervivencia. Este efecto fue
independiente del estadio T y N y del grado histoldgico (Dahdaleh et al, 2018). Ademas, un
estudio reciente destacd la importancia de distinguir entre obstrucciones completas y
parciales en el CC en estadio IIA, ya que los datos del estudio sugieren que la obstruccion
completa es un factor de riesgo significativo y asocia peores resultados oncolégicos (Oh et
al, 2024). En nuestra serie la obstruccion se asocid de manera significativa con el grupo
Recaida (4% versus 25%, p=0,026) y con una menor SLE. Todos los casos de perforacion
pertenecian al grupo Recaida y se asociaron a una menor SLE, lo que apoya su consideracion
como factor de riesgo y valida nuestra serie (Figuras 23 y 24).

La probabilidad de diseminacion a distancia del tumor aumenta con el niimero de
ganglios linfaticos afectados y disminuye con el mayor numero de ganglios examinados
(Cserni et al, 2002; Goldstein, 2002). De hecho, varios estudios han demostrado que el
mayor nimero de ganglios linfaticos evaluados tras la reseccion quirurgica se asocid
positivamente con la supervivencia de los pacientes con CC estadio Il y estadio III (Chang
et al, 2007), por lo que se considera una medida de la calidad de cirugia en CC. El nimero
de ganglios linfaticos aislados depende de diversos factores como la técnica quirtrgica
(Leung et al, 2011), la obesidad (Gorog et al, 2003) o la administracion de un tratamiento
neoadyuvante (Dias et al, 2018); no obstante, se deben recuperar y examinar todos los
ganglios linfaticos posibles para hacer una correcta estadificacion pNO (Cserni et al, 2002;
Goldstein NS et al, 2002). En piezas de reseccion de CCR, el consenso es que 12 ganglios
linfaticos deben considerarse el objetivo minimo (Nelson et al, 2000; Zhang et al, 2018).
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Menos de 12 ganglios aislados es un factor de riesgo en CCR con independencia del estado
de microsatélites del tumor (Cavallaro et al, 2021). En nuestra serie no se encontraron
diferencias significativas entre en grupo Sin recaida y Recaida en el porcentaje de <12
ganglios.

A pesar de la variabilidad interobservador, el grado histolégico se ha mostrado como
un factor prondstico independiente del estadio en andlisis multivariantes (Washington et al,
2009). No obstante, en nuestra serie no encontramos diferencias significativas en la
distribucion de los tumores de alto grado segtn los grupos Sin recaida y Recaida.

La IPN en el CCR se asocia con un peor pronostico a largo plazo y se identifica en
alrededor de un 20% de los tumores (Liebig et al, 2009; Leijssen et al, 2019). Una serie de
215 pacientes con CC en estadio I-III confirmé el valor prondstico negativo de la IPN al
asociarse a una menor SLE y SG de manera significativa (Liebig et al, 2009). El hallazgo de
una asociacion entre IPN y el grupo Recaida en nuestra serie (4% versus 29,17%, p=0,012),
asi como la menor SLE asociada a este marcador (Figura 26), es coherente con los resultados
de la literatura.

Tabla 19. Distribucion de los niveles de CEA prequirirgico (ng/mL) en el total de la poblacion estudiada y
los distintos grupos.

Total Sin recaida Recaida p
(n=73) (n=25) (n=48)

CEA (n) n=63 n=24 n=39

Casos perdidos 10 1 9

Media 4,74 2,73 5,98

Desviacion estandar 7,94 2,10 9,81

Rango: Minimo 0,3 0,3 0,4 0,129

Maximo 56,9 9,7 56,9

Percentil 25 1,35 1,10 1,55

Percentil 50 2,50 2,25 2,70

Percentil 75 5,20 3,72 6,20

El CEA sérico esta aumentado en varios tumores solidos y sus niveles estan elevados
en alrededor del 90% de los pacientes con CCR (Goldstein et al, 2005). Los niveles séricos
de CEA son un reconocido marcador tumoral preoperatorio que también se emplea durante
el seguimiento del CCR (Kuroki et al, 1992). La elevacion del CEA se ha definido como el
unico marcador predictivo de metastasis a distancia en aquellos pacientes con CCR estadio
[ (pT1) (Lou et al, 2013). Por ello, en el afio 2000 el AJCC recomend6 que los grupos TNM
se estratifiquen segun la presencia o ausencia de niveles séricos elevados de CEA) (>/= 5
ng/mL) en el examen clinico preoperatorio (Compton et al, 2000). Ademas, datos recientes
de una serie pacientes con CC estadios I-I1I indican que los niveles elevados de CEA pueden
ser un indicador indirecto de un estadiaje més avanzado (Dourado et al, 2024). Aunque en
nuestra serie las diferencias en los niveles de CEA prequirtrgico entre los grupos Sin recaida
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y Recaida no alcanzaron significacion estadistica, el valor de la media en rango patologico
y los valores maximos de CEA se detectaron en el grupo Recaida.

Figura 15. Grado histologico tumoral. (A) Adenocarcinoma de bajo grado, se observa formacion de glandulas
en mas del 90% del tumor. (B). Adenocarcinoma de alto grado, hay escasa formacion de glandulas y escasa
cohesion celular. Tincion con hematoxilina-eosina; aumento original de 200X.

1.6. Tipo y subtipo tumoral

Todos los tumores de los pacientes incluidos en el estudio fueron adenocarcinomas
(Tabla 20). De acuerdo con los criterios de la 5* edicion de la clasificacion de tumores de
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digestivos, el subtipo tumoral mas frecuente fue el adenocarcinoma NOS (93%), seguido del
adenocarcinoma mucinoso (4,11%). So6lo habia 1 paciente con adenocarcinoma de células
en anillo de sello y 1 paciente con adenocarcinoma serrado (tabla 20 y figura 16). Aunque
en nuestra serie no se encontraron diferencias en relacion al tipo histologico y los grupos Sin
recaida o Recaida, el unico caso de carcinoma de células en anillo de sello pertenece al
grupo Recaida, lo que concuerda con el reconocido peor prondstico de este tipo tumoral en
el que las metastasis se desarrollan rdpidamente y en multiples localizaciones (Dourado et

al, 2024; Nitsche et al, 2013).

Tabla 20. Distribucion segln Ki-67 y subtipo histoldgico en los distintos grupos y en el total de la

Tipo histologico
Adenoca. NOS
Adenoca. mucinoso
Ca. anillo sello
Adenoca. serrado

Ki-67% (n)

Media

Desviacion estandar
Rango: Minimo
Maximo

Percentil 25
Percentil 50
Percentil 75

Abreviaturas: Adenoca., adenocarcinoma; NOS, “not otherwise specified”; Ca., carcinoma.
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Total
(n=73)

68 (93,1%)
3 (4,11%)
1(1,37%)
1(1,37%)

n=73
34,49
20,65

3,09
83,29
15,86
33,98
47,71

Sin recaida

2

poblacion.

(n=25)

4

Recaida

5
2
1

(n=48)

(93,75%)
(4,17%)

(2,08%)

0 (0%)

n=48
36,83
22,03
3,09
83,29
15,34
35,70
56,95

0,485

0,253
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Figura 16. Tipos histologicos de adenocarcinoma. Adenocarcinoma NOS (A). Adenocarcinoma mucinoso (B).
Adenocarcinoma serrado (C). Carcinoma de células en anillo de sello (D). Tincion con hematoxilina-eosina;
aumento original de 200X; recuadro 400X.

1.7. indice de proliferacion Ki-67

Los resultados del indice de Ki-67 determinado mediante andlisis de imagen se
resumen en la Tabla 20 y Figura 17. La media de Ki-67 tumoral fue de 34,49% en toda la
poblacion estudiada y la mediana de 33,98%. Al analizar por grupos, la media y la mediana
en el grupo Sin recaida fueron del 29,99% y 31,69% y en el grupo Recaida del 36,83% y
35,70%. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
Ki-67 tumoral entre ambos grupos.
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Ki-67 es un marcador de proliferacion celular, presente durante las fases activas de
la mitosis pero ausente durante la etapa de reposo (Menon et al, 2019). El porcentaje de
expresion de Ki-67 (indice de Ki-67) es esencial para la determinacion del grado tumoral de
las neoplasias neuroendocrinas de colon y se relaciona con el prondstico (Heetfeld et al,
2015; Milione et al, 2017). Sin embargo, en el CCR no neuroendocrino, los diversos estudios
incluyen diferentes puntos de corte y los datos son menos consistentes (Salminen et al, 2005;
Melling et al, 2016; Li et al, 2016; Li et al, 2016). Otro estudio reciente de 105 patientes
tampoco encontrd correlacion del indice de Ki-67 con el tamafio tumoral, el sitio del tumor,
la edad, el género, los estadios TNM vy el recuento de células tumorales circulantes (Yang et
al, 2017). En nuestra serie, tras una cuantificacion automatizada, a pesar de encontrar unos
valores medios de Ki-67 ligeramente mas elevados en el grupo Recaida (29,99 versus 36,83)
las diferencias no alcanzaron significacion estadistica.

Figura 17. Expresion inmunohistoquimica de Ki-67. (A) La evaluacion automatizada de la actividad
proliferativa de este tumor mediante analisis de imagen (PathScan, Elancourt, Francia) evidencié un indice
de Ki-67 de 9,5%. (B) En el tumor de la imagen inferior el indice de Ki-67 fue de 70,5%. Inmunotincion para
Ki-67; aumento original 200X.
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1.8. Tratamiento adyuvante

Del total de los 73 pacientes incluidos en el estudio, el 84,93% recibi6 tratamiento
adyuvante tras la intervencion. El 88% en el grupo Sin recaida y el 83,33% en el grupo
Recaida. Recibieron tratamiento adyuvante con oxaliplatino (FOLFOX o CAPOX) el
43,84% de los pacientes; el 56% de los pacientes en el grupo Sin recaida y el 37,5% de los
pacientes en el grupo Recaida. Recibieron capecitabina en monoterapia el 39,73% de los
pacientes; el 32% de los pacientes del grupo Sin recaida frente al 43,75% de los pacientes
en el grupo Recaida.

Tabla 21. Distribucion segln la administracion de tratamiento adyuvante y la administracion o no de
oxaliplatino en el total de la poblacion y en los grupos Sin recaida y Recaida.

Total Sin recaida Recaida p

(n=73) (n=25) (n=48)

Adyuvancia 62 (84,93%) 22 (88%) 40 (83,33%) 0,597
o 32 (43,84%) 18 (37,5%)

@ liplat 14 (56% 0,198

on oxatiptatine perdidos 3 (4,11%) (56%) perdidos 3 (6,25%)

29 (39,73% 21 (43,75%

Sin oxaliplatino (39,73%) 8 (32%) (43,75%) 0,233

perdidos 3 (4,11%) perdidos 3 (6,25%)

1.9. Tipo de recaida y localizacion

El tipo de recaida (local o a distancia) y su localizacion (peritoneo, higado, pulmén
o ganglionar) se resume en la Tabla 22. E1 93,75% de los pacientes que recayeron lo hicieron
a distancia. La localizacion més frecuente fue el higado (41,67%), seguida del peritoneo
(37,5%), el pulmodn (22,92%) y los ganglios linfaticos (16,67%). El 66,67% de los pacientes
que recayeron fallecieron a causa del tumor.

Tabla 22. Distribucion de los pacientes segin la localizacion de la recaida y la causa del fallecimiento en
el total de la poblacion y en el grupo Recaida.

Total Recaida

(n=73) (n=48) P
Recaida a distancia 45 (61,64%) 45 (93,75%) <0,001
Ganglionar 8 (10,96%) 8 (16,67%) 0,031
Peritoneo 18 (24,66%) 18 (37,5%) <0,001
Higado 20 (27,40%) 20 (41,67%) <0,001
Pulmon 11 (15,07%) 11 (22,92%) 0,009
Exitus (por el tumor) 32 (43.84%) 32 (66,67%) <0,001
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2. DATOS INMUNOHISTOQUIMICOS Y MOLECULARES

Los resultados del estudio inmunohistoquimico para ver la expresion de los factores de
transcripcion CDX2 y SATB2, la expresion de las proteinas de los genes reparadores MLH 1,
PMS2, MSH2 y MSH6, la expresion de la proteina p53, asi como del estado mutacional de
los genes BRAF, NRAS, KRAS y TERT, se resumen en la Tabla 23. En la Figura 18 se
representa la distribucion de las principales alteraciones moleculares detectadas.

Tabla 23. Distribucion de los resultados del estudio inmunohistoquimico y molecular en el total de la
poblacién y en los dos grupos Sin recaida y Recaida.

CDX2 (no tincion)

SATB2 (no tincion)

MSI

MLH1
PMS2
MSH2
MSH6

p53 (mutado)
p “black”

p “null”

wt

BRAF mutado
(si)

NRAS mutado
G12X

G13X

Q61X

KRAS mutado
G12X

G13X
G12X;G13X

mutacion

—_
—

—_

mutacion
mutacion

—_ o~
- = -

mutacion

TERTp mutado
Si
Otras VUS*

Total
(n=73)
(8,22%)
(26,03%)
(9,59%)
(9,59%)
(9,59%)
(0%)
(0%)
82,19%

)
5 (61,64%)
20 ,55%)

)

6
19
7
7
7

0
0

60

17,81%

P N

54,79%)
43,84%)
9,59%)
1,37%)

Py

2 (2,74%)
26 (35,62%)

*VUS, variante de significado incierto.

El estudio detecté mutaciones de KRAS en el 54% de los pacientes, siendo mas
comun la mutacion en G12X. Esta mutacion se encontrd en un 52% de pacientes en el grupo
Sin recaida frente un 56,25% de los pacientes con Recaida. Un 6,85% de los pacientes
presentaron una mutacion en NRAS, todos en el grupo Recaida. Las mutaciones de BRAF se
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Sin recaida
(n=25)
1 (4%)
8 (32%)
3 (12%)
3 (12%)
3 (12%)
0 (0%)
0 (0%)

20 (80%)

15 (60%)
5 (20%)
5 (0%)

Recaida
(n=48)

5 (10,41%)
11 (22,91%)

(
4 (8,33%)
4 (8,33%)
4 (8,33%)
0 (0%)
0 (0%)

40 (83,33%)
30 (62,5%)
10(20,83%)
8 (16,67%)

3 (6,25%)

5 (10,42%)
3 (6,25%)
1 (2,08%)
1 (2,08%)

27(56,25%)
21(43,75%)
5 (10,42%)
1 (2,08%)

1 (2,08%)
7 (35,42%)

0,344
0,401
0,614

0,724

0,779
0,095

0,729

0,634
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detectaron en el 6,85% de los pacientes; 8% en el grupo Sin recaida y 6,25% en el grupo
Recaida.

Al investigar la existencia de mutaciones patogénicas en la region promotora del gen
TERT, se detectd la mutacion c-124C>T en el 2,74% de los pacientes, un paciente (4%) en
el grupo Sin recaida y otro (2.08%) paciente en el grupo Recaida. El paciente del grupo Sin
recaida present6 las co-mutaciones de KRAS (G12X)y de TP53. Las variantes de significado
incierto (VUS) del promotor de TERT detectadas en el analisis (35,62%) no se consideraron
para los andlisis de asociacion.

= TP53 mutado

RAS/BRAF WT % = dMMR
32%

Mut TERT c124

TP53/TERT/MSS
WT

Figura 18. Diagrama sectorial que muestra el tipo de mutaciones encontradas en todos los pacientes incluidos
en la presente serie.

A partir del estudio inmunohistoquimico se detectd que la mutacion mas frecuente
detectada en los tumores fue en el gen 7P53, que estaba presente en el 82,19% de los casos;
en 20 (80%) pacientes del grupo Sin recaida y en 40 (83,33%) en el grupo Recaida (Figura
19).

En relacioén al factor de transcripcion CDX2, el 8% de los pacientes no presentaba
tincion de CDX2 en el total de la poblacion, lo que correspondia al 4% de los pacientes
incluidos en el grupo Sin recaida frente al 10,41% de los pacientes del grupo Recaida (Figura
20). CDX2 es una proteina codificada por el gen CDX2 (caudal type homeobox 2) que es un
factor de transcripcion implicado en la expresion de genes especificos del intestino que
participan en el desarrollo y la diferenciacion celular (Stringer et al, 2012). La expresion de
CDX2 también se detecta en la mayoria de los casos de CCR y por ello se utiliza como
marcador sensible y especifico del CCR (Kaimaktchiev et al, 2004). La negatividad
inmunohistoquimica para CDX2 en diversas series de CCR ha sido del 4,1% (Dalerba et al,
2016), 5,9% (Bae et al, 2015), 8,1% (Lee et al, 2024), 10% (Kaimaktchiev et al, 2004),
10,8% (Ma et al, 2019) y hasta el 29% (Baba et al, 2009). En nuestra serie la negatividad
para la expresion inmunohistoquimica de CDX2 se detecto en el 8,22% de los pacientes,
dentro del rango descrito en la literatura; aunque ciertas variaciones en los porcentajes, como
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el 1% de negatividad para CDX2 de la serie de Konukiewitz et al. (Konukiewitz et al, 2021)
podrian atribuirse a diferencias metodologicas.

Diversos estudios han asociado la pérdida de expresion de CDX2 en el CCR con el
sexo femenino (Baba et al, 2009), un estadio avanzado (Kaimaktchiev et al, 2004; Baba et
al, 2009; Bae et al, 2015), la produccion de mucina (Bae et al, 2015), el lado derecho
(Konukiewitz et al, 2021), la inestabilidad de microsatélites (Lugli et al, 2008; Bae et al,
2015; Konukiewitz et al, 2021), una pobre diferenciacion/alto grado tumoral (Kaimaktchiev
et al, 2004; Baba et al, 2009), la invasion vascular, la presencia de mutaciones de BRAF
(Zlobec et al, 2010; Bae et al, 2015) y el fenotipo metilador de la isla CpG (CIMP) (Baba et
al, 2009; Bae et al, 2015). En el andlisis multivariante de una serie de 713 pacientes con
CCR, la pérdida de CDX2 fue un indicador independiente de peor supervivencia global (Bae
et al, 2015). Sin embargo, en otro estudio de 1003 casos de CCR la relevancia prondstica de
la negatividad para CDX2 desaparecio en los andlisis multivariados (Konukiewitz et al,
2021). En la serie de Dalerba et al. la falta de expresion de CDX2 identifico un subgrupo de
pacientes con CC en estadio II de alto riesgo que parecian beneficiarse de la quimioterapia
adyuvante (Dalerba et al, 2016). En este sentido nuestros hallazgos son coherentes con la
literatura. Aunque en nuestra serie las diferencias no alcanzaron significacion estadistica, el
porcentaje de negatividad para CDX2 fue mas alto en el grupo Recaida (4% versus 10,41%)
(Figura 20).

El 26,03% del total de los tumores de la serie no presentd tincion para SATB2, un
32% de los pacientes en el grupo Sin recaida y un 22,91% de los pacientes en el grupo
Recaida (Figura 20). La proteina especial de unidén a secuencia rica en AT 2 (SATB2,
“Special AT-rich sequence-binding protein 2’) es un marcador inmunohistoquimico para
epitelio normal y tumoral colorrectal (Schmitt et al, 2021). Ma et al. encontraron que en el
CCR la negatividad para SATB2 se asocio6 con deficiencia de proteinas del MMR y mutacion
de BRAF (Ma et al, 2018). Otro estudio reciente encontr6é una asociacion de la negatividad
inmunohistoquimica para SATB2 y tumores con caracteristicas agresivas (pobre
diferenciacion y alto “tumor budding”) especialmente en los casos en estadio III (Schmitt et
al, 2021).

La pérdida de expresion inmunohistoquimica combinada de SATB2 y/o CDX2 se
identificé en el 3,2% de CCR estadio III (Lee et al, 2024); asi como en el 33% de los CC
inestables, en comparacion con solo el 15% de los tumores competentes en las proteinas del
MMR (p < 0,001) y en el 36% de los tumores con mutacion BRAF V600OE en comparacion
con solo el 13% de los tumores BRAF no mutado (Ma et al, 2019). Tanto los tumores SATB2-
negativos como los CDX2-negativos mostraron una mayor frecuencia invasion linfética,
invasion venosa e invasion perineural de manera significativa (Ma et al, 2019). Estos autores
evidenciaron que en tumores de CC con inestabilidad de microsatélites la pérdida de SATB2
y CDX2 es un predictor independiente de supervivencia (Ma et al, 2019). En otra serie
reciente de casos de CCR estadio III la pérdida combinada de la expresion de CDX2 y
SATB?2 se asoci6 con la localizacion tumoral en el colon derecho, una pobre diferenciacion,
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la expresion disminuida de CK20, una expresion aberrante de CK7, un CIMP-alto, un MSI-
alto, la mutacion de BRAF y una menor supervivencia (Lee et al, 2024). En el reciente
estudio de Kato et al. el analisis de regresion de riesgos de Cox multivariante identifico la
negatividad para SATB2 y/o CDX2 como posible factor de riesgo independiente para los
pacientes con CCR (Kato et al, 2024). Sin embargo, en nuestra serie no encontramos
correlacion entre la pérdida de SATB2 y los grupos Sin recaida o Recaida.

La pérdida de expresion de SATB2 se ha descrito en el 15,5% (Ma et al, 2019) y
17,2% (Lee et al, 2024) de las series de CC. Aunque tanto CDX2 como STAB?2 se utilizan
como marcadores de diferenciacion colorrectal, se ha considerado a CDX2 como un
marcador de diferenciacion mas sensible debido a que la expresion de SATB2 se pierde con

mayor frecuencia (Schmitt et al, 2021), una propuesta que concuerda con los resultados de
nuestra serie (8,22% versus 26,03%).

Al examinar la expresion de las proteinas de los genes reparadores en nuestra serie,
tan solo se detecto la pérdida conjunta de MLH1 y PMS2 en los tumores de 7 (9,59%)
pacientes, 3 (12%) del grupo Sin recaida y 4 (8,33%) del grupo Recaida (Figura 21). En tres
de los 7 pacientes en los que se detect6 ausencia de expresion de las proteinas reparadoras,
se detectd también la mutacion del gen BRAF; uno en el grupo Sin recaida y 2 en el grupo
Recaida (Figura 21). Curiosamente, los 4 tinicos tumores inestables por pérdida de expresion
de MLHI1 y PMS2 del grupo Recaida mostraron negatividad para CDX2 en 2 casos y de
SATB2 en los otros 2, una asociacion coherente con los datos descritos en la literatura (Lugli
et al, 2008; Bae et al, 2015; Konukiewitz et al, 2021; Ma et al, 2018; Lee et al, 2024). La
mutacion de BRAF se detectd en 3 de los 7 (42,8%) tumores con inestabilidad de
microsatélites de nuestra serie. Aunque en nuestro estudio no se evidenci6 una asociacion
entre el estado mutacional de BRAF'y los grupos Sin recaida o Recaida, se ha descrito que
BRAF puede ser un biomarcador util para identificar pacientes con CC lado derecho con mal
pronoéstico que podrian beneficiarse de un tratamiento mas individualizado (Zlobec et al,
2010).

Las mutaciones de 7P53 al igual que las de los genes de la familia RAS,
principalmente KRAS, participan en el desarrollo del CCR a través de la via clasica APC/p-
catenina en la secuencia de progresion adenoma-carcinoma. A partir del estudio
inmunohistoquimico se detectd que la mutacion mas frecuente detectada en los tumores de
la serie fue en el gen 7P53, que estaba presente en el 82,19% de los casos; incluyendo 20
(80%) pacientes del grupo Sin recaida y en 40 (83,33%) en el grupo Recaida (Figura 19 y
Tabla 23). En la presente serie las mutaciones de NRAS se detectaron exclusivamente en el
10,42% del grupo Recaida mientras que las mutaciones de KRAS fueron mas frecuentes y se
identificaron en el 52% y 56,25% de los grupos Sin Recaida y Recaida, respectivamente. La
deteccion de mutaciones del promotor de TERT solamente en 2 casos de la serie es
concordante con la baja frecuencia de este tipo de mutaciones en el CC (Vinagre et al, 2013).
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Figura 19. Expresion inmunohistoquimica de p53. (A) Patron de tincion para p53 normal (“wild-type”) con
alternancia de nicleos negativos y positivos (de intensidad débil). (B). Patron de tincion “block”, con tincion
nuclear fuerte y difusa en todos los nuicleos de las células tumorales (refleja la acumulacion de una proteina
p53 por mutacion). (C) Patron de tincion “null”, con ausencia completa de tincion nuclear en el tumor, lo
cual refleja falta de la proteina p53 por mutacion. Inmunotincion para p53; aumento original 200X, en el

recuadro 400X.
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Figura 20. Expresion inmunohistoquimica de CDX2 y SATB2. (A) Fuerte positividad nuclear (y citoplasmatica)
para CDX2 en las células tumorales, asi como en glandulas no tumorales atrapadas por el tumor (asterisco).
(B) La figura muestra negatividad del tumor para CDX2. (C) En la figura inferior izquierda hay positividad
nuclear del tumor y células normales (asterisco) para SATB2. (D) La imagen de la derecha muestra positividad
nuclear en las glandulas normales (asterisco) pero negatividad en las células tumorales. Inmunotincion para
CDX2 (A'y B) y para SATB2 (C y D); aumento original de 200X.
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Figura 21. Expresion inmunohistoquimica de proteinas reparadoras del apareamiento del ADN (Mismatch
Repair-MMR). Las figuras A-D muestran la positividad nuclear para las proteinas de los genes MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 respectivamente, tanto en las células tumorales como en las células de glandulas no tumorales
adyacentes (asteriscos). En las figuras inferiores (E y F) hay negatividad tumoral para MLH1 y PMS2,
respectivamente, con expresion conservada en linfocitos y las células no tumorales del estroma (asterisco).
Inmunotinciones para MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2; aumento original de 200X.
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3. ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SUPERVIVENCIA

La relacion de la edad, sexo y variables clinicas de mal prondstico con la supervivencia de
los pacientes en nuestra serie se resume en la Tabla 24.

1. Edad y sexo: al evaluar mediante el andlisis de riesgos proporcionales de Cox, no se
encontr6 una asociacion de estos parametros y la supervivencia de los pacientes
incluidos.

2. Cirugia urgente: al analizar en nuestra serie la SG de los pacientes en funcion del tipo de
cirugia: “programada” versus “urgente”, solo 1 (4%) paciente en el grupo Sin recaida fue
intervenido de urgencia frente a 13 (27%) en el grupo Recaida. Ademas, se analiz6 la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) de ambos grupos en funcioén de esta variable
objetivandose diferencias estadisticamente significativas. Como se muestra en la Figura 22.
La realizacion de una cirugia de urgencia confiere un mayor riesgo de recaida (p= 0,0082).

1.001

o ©
O ~
o 3

N

Recurrence free proportion
o
o

p = 0.0082

0.001

0 1 2 3 4 5 6 7
Time (years)

[e5]
(o]

10

Cirugia urgente Urg=0 =+ Urg=1

Figura 22. Curva Kaplan Meyer de muestra que la SLE en el grupo de pacientes que se sometieron a una
cirugia urgente es inferior.

3. Factores pronosticos clasicos: se analiz6 el impacto de los factores pronoésticos clésicos
tales como la presentacion clinica con perforacion, presentacion clinica con obstruccion,
el aislamiento de menos de 12 ganglios tras la cirugia, presentacion en estadio T4, alto
grado histologico tumoral, presencia de invasion linfovascular (ILV), presencia de
invasion perineural (IPN) y margen quirargico afectado al microscopio (R1). Mediante
un analisis de riesgos proporcionales de Cox de dichas variables se detectd que la
presencia de perforacion, obstruccion, ILV y la IPN se asociaron de forma
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estadisticamente significativa a un mayor riesgo de recaida y a una menor SLE (Tabla

24 y Figuras 23, 24, 25 y 26).

Tabla 24. Analisis de riesgos proporcionales de Cox. Edad, sexo y variables clinicas de mal pronostico.

Hazard ratio (HR) IC, 95%, HR P

Edad (afios) 1,0311 0,9919 1,072 0,12155
Sexo 1,6737 0,8653 3,237 0,12597
Perforacion 4,8222 1,3420 17,328 0,01592*
Obstruccion 2,8429 1,4168 5,705 0,00328*
<12 ganglios 1,3778 0,7050 2,693 0,34844
T4 1,2341 0,6204 2,455 0,54892
Alto grado 1,0905 0,4232 2,810 0,85762
I linfovascular 1,8160 0,9659 3,415 0,06401*
| perineural 2,3574 1,1562 4,807 0,01832*
R1 0,8788 0,1592 4,850 0,88218
IC, intervalo de confianza

1.00

0.751

il
E 0.50 L B
§ =
0.25
p=0.017
0.00
0 1 - 5 6 7 9 10
Time (years)
Perforacion =+ Perforacion=0 ~#~ Perforacion=1

Figura 23. Curva Kaplan Meyer de muestra que la SLE es inferior en el grupo de pacientes que debutaron con

una perforacion.
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Figura 24. Curva Kaplan Meyer de muestra que la SLE es inferior en el grupo de pacientes que debutaron con
una obstruccion.
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Figura 25. Curva Kaplan Meyer de muestra que la SLE es inferior en el grupo de pacientes que presentaron
ILV en la pieza quirurgica.
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Figura 26. Curva Kaplan Meyer de muestra que la SLE es inferior en el grupo de pacientes que presentaron
IPN en la pieza quirurgica.

4.

CEA: aproximadamente el 70% de los pacientes incluidos en nuestro estudio presentaron
niveles normales de CEA prequirurgico. Cuando se analizé por subgrupos, se detecto en
el grupo Recaida un claro mayor porcentaje de pacientes (35,89% vs 8%) que
presentaron un CEA prequirtirgico por encima del limite de la normalidad (niveles de
CEA mayor o igual a 5 ng/ml). En el diagrama de cajas que se muestra a continuacion
(Figura 27) se puede observar que 4 pacientes presentaron niveles prequirirgicos muy
elevados de CEA. Todos estos 4 pacientes presentaron posteriormente una recaida de su
enfermedad.

I [ T | 1
0 10 20 30 40 50

Figura 27. Diagrama de cajas que muestra la dispersion de los niveles de CEA prequirurgico en los pacientes
incluidos en nuestra serie.
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5. Tratamiento adyuvante: Del total de los 73 pacientes incluidos un 84,93% recibid
tratamiento adyuvante tras la intervencion ya fuese con FOLFOX/CAPOX o
capecitabina en monoterapia. La administracion de dichos tratamientos no mostré un
impacto en la supervivencia de los pacientes incluidos de manera significativa
probablemente debido al escaso numero de pacientes incluidos en cada grupo.

6. Tipo de recaida y localizacion: El 61,64% de los pacientes incluidos presentaron una
recaida. La localizacion més frecuente fue el higado (41,67%), seguida del peritoneo
(37,5%), el pulmoén (22,92%) y la afectacion ganglionar (16,67%). El 66,67% de los
pacientes que recayeron fallecieron a causa del tumor. La presencia de una recaida
hepética y peritoneal supuso una menor SLE de manera estadisticamente significativa
comparada con otras localizaciones (Figura 28). Este impacto en supervivencia no
alcanzo la significacion estadistica en el caso de la recidiva ganglionar y pulmonar.

1.00 1

Recurrence free proportion
o
3

p < 0.0001

0.001

Time (years)

Metastasis peritoneal metas.peri=0 ¥~ metas.peri=1

Figura 28. Curva Kaplan Meyer de muestra que la SLE en el grupo de pacientes que recaen a nivel peritoneal
es inferior a los que recaen en otras localizaciones.

7. Datos inmunohistoquimicos y moleculares: En cuanto a la expresion de CDX2, al
analizar por subgrupos ya hemos mencionado como hay un porcentaje claramente
superior de ausencia de tincion de este marcador en el grupo Recaida, aunque no alcanzo
la significacion estadistica. De hecho, al analizar los datos de SLE en funcion de su
expresion vemos como existe una tendencia no significativa a una menor SLE en
aquellos pacientes sin expresion tumoral de CDX2 (Figura 29). Tampoco la presencia o
ausencia de expresion de STAB2 se asocid a una menor SLE en los pacientes incluidos
en nuestra serie (Figura 30).
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Figura 29. Curva Kaplan Meyer de SLE en funcion de la ausencia o expresion inmunohistoquimica de CDX2.
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Figura 30. Curva Kaplan Meyer de SLE en funcion de la ausencia o expresion IHQ de SATB2.

El estudio molecular de los tumores analizé las mutaciones mas frecuentes como
BRAF, NRAS o KRAS, asi como otras alteraciones que se han postulado como de mal
pronostico en otros tumores como las mutaciones en la region promotora de 7ERT y en
TP53. Se analiz6 la SLE de las mutaciones mas frecuentes detectadas en nuestra serie, pero
no se han encontrado diferencias en SLE de manera estadisticamente significativas en
funcién de la presencia o ausencia de mutaciones en KRAS o TP53 (Figuras 31y 32).

108



Resultados y Discusion

1.00 1

0.50

Recurrence free proportion

i c o b+
0.25
0.00
0 1 2 3 - 5 6 4 8 ] 10

Time (years)

KRAS —# KRAS=0 =+ KRAS=1

Figura 31. Curva Kaplan Meyer de SLE en funcion de la presencia o no de mutacion en KRAS.
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Figura 32. Curva Kaplan Meyer de SLE en funcion de la presencia o no de mutaciones en TP53.
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4. ANALISIS PROTEOMICO

El andlisis proteémico se realizo sobre secciones de tejido tumoral de CC que habian sido
FFIP. Incluy6 un analisis de protedmica diferencial empleando un equipo triple TOF 6600
de Sciex (SCIEX, Foster City, CA, Estados Unidos), que permite realizar un analisis
cualitativo (modo dependiente de datos-DDA) y cuantitativo a través del método de
adquisicion SWATH-MS. A continuacion, se exponen y discuten los resultados del estudio
cuantitativo y cualitativo realizado sobre las muestras seleccionadas.

4.1. Estudio cuantitativo (SWATH-MS™) de las proteinas significativamente
desreguladas entre los grupos Recaida y Sin recaida

Se realizd un andlisis cuantitativo SWATH-MS usando “pooles” de las muestras
pertenecientes a cada grupo para generar la libreria. Una vez obtenida esta libreria y creado
el método de busqueda SWATH-MS se procedi6 al andlisis de cada muestra por
espectrometria de masas. Los tiempos de retencion se ajustaron en la aplicacion Peakview
y se procedio a la extraccion de las areas de cada una de las proteinas en cada muestra. Estas
areas correspondieron a 10 péptidos por proteina y 7 rupturas por péptido. Las areas se
analizaron en el programa Marker View en el que se realizo el andlisis de lo componentes
principales (PCA) para ver las diferencias entre grupo. Asi consideraremos diferencialmente
expresadas las proteinas con un p<0,05 y FC (Fold Change) > 1,5 0 <0,6. Por otra parte, las
areas normalizadas del SWATH-MS se analizaron con el GraphPad Prism 9, para visualizar
mejor los cambios de interés y se analizaran mediante un test Anova. Ademas, para estudiar
como las proteinas pueden separar los grupos y ver la existencia de muestras "outlaiers" se
realiz6 un andlisis de PCA. En este caso se encontr6 que la separacion en PC1 es de mas del
80.4% lo que indicé una buena separacion de los grupos (Figura 33). Encontramos 4
muestras que tienen un comportamiento distinto del resto de las muestras; aunque no las
excluyeron del estudio por considerar que reflejan la gran heterogeneidad de los tejidos
tumorales. Estas muestras solo presentaron comportamiento anémalo al estudiar con mas
detenimiento, algunas proteinas como se puede ver mas adelante. De hecho, tras revisar mas
detenidamente el historial clinico se encontré6 que estos pacientes tenian enfermedades
inflamatorias que podian estar alterando las proteinas relacionadas con el sistema inmune y
justificar estos "outlaiers".
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Figura 33. Analisis de componentes principales de los datos del estudio. La figura ilustra los dos componentes
principales (PC1 y PC2) que explican la mayoria de las variaciones en el conjunto de datos. En este caso el

analisis muestra un 80.4% de separacion en PC1.

El andlisis SWATH mostr6 4 proteinas sobreexpresadas en el grupo de Recaida y 150

proteinas infraexpresadas (Figura 34-A y Figura 34-B).
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Figura 34. Proteinas sobreexpresadas e infraexpresadas en tumores de pacientes con recaida. A) Volcano plot en el que se ven las proteinas significativamente (p<0.05, linea
punteada) sobreexpresadas (rojo) e infraexpresadas (verde) en tumores de pacientes con recaida. B) Heat map en el que se representan las proteinas sobreexpresadas y las
proteinas infraexpresadas con menos de FC<0.2 (debido al gran nimero de proteinas infraexpresadas se opta por representar Unicamente las que tienen un FC mas pequeo,
mas infraexpresadas. C) Analisis funcional de los procesos bioldgicos mas alterados en ambos grupos de proteinas encontradas sobreexpresadas e infraexpresadas (FunRich). D)

Analisis funcional de las "pathways”
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En el estudio de los procesos bioldgicos mas alterados comparando ambos grupos (Figura 34-
C), encontramos en el grupo de proteinas sobreexpresadas, proteinas mayoritariamente
implicadas en migracién y angiogénesis asi como con procesos de adhesion célula-matrix y
célula-sustrato; mientras que el grupo de las proteinas infraexpresadas participa
mayoritariamente en procesos de translacion, transcripcion, ribosomas, traduccion de la sefial
y respuesta inmune. Con respecto a las "pathways" mas alteradas (Figura 34-D) entre las
proteinas sobreexpresadas encontramos proteinas relacionadas con la formacion de fibras
elasticas, formacion de fibronectina, laminina e interacciones integrina-membrana celular,
mientras que entre las vias de sefalizacion asociadas a las proteinas infraexpresadas se
encuentran la endocitosis mediada por clathrin y la beta-oxidacion.

4.1.1. Resultados y discusion del andlisis de proteinas significativamente
sobreexpresadadas en el grupo Recaida

Mediante el uso de la base de datos String se analizaron las interrelaciones de las 4
proteinas sobreexpresadas (con un intervalo de confianza de 0,9) en los tumores de los
pacientes que presentaron recaida (CACYBP, PRELP, ITGB1 y FBN1). Como se muestra
en la Figura 35, se encontr6 una fuerte interaccion entre las proteinas ITGB1 y FBN1. Para
facilitar la descripcion y discusion de los resultados del andlisis con la base de datos String,
se hard referencia al nombre del gen en lugar de la proteina para referirse a los agregados
(clusters) e interacciones.

ITGB1

CACYBP

O

PRELP

Figura 35. Proteinas sobreexpresadas en tumores de pacientes con recaida. Representacion de las
interacciones mediante el analisis con la base de datos String.

Las proteinas ITGB1 y FBN1 presentan una fuerte interaccion y estan relacionadas
con fendmenos de adhesion y migracion celular asi como la transduccion de sefiales a través
de la via de TGF-B. Ambas proteinas se postulan como biomarcadores prondsticos de CC
en nuestro estudio.

e ITGBI: La integrina 31 es una proteina codificada en humanos por el gen /TGBI1. Se
trata de un receptor de membrana que estd implicado en fenémenos de adhesion,
migracion y diferenciacion celular (Zhang et al, 2012) y en la transduccion de sefiales
a través de la via de PI3K/AKT (Cordes et al, 2006). Actua como receptor de multiples
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ligandos como la IL1B o la fibrilina 1 (Bax et al, 2003). Un estudio realizado en
pacientes con CC mostr6 una menor supervivencia en aquellos con una alta expresion
de esta proteina (Liu et al, 2015). Otro estudio sobre el papel de la Ropivacaina como
inhibidor de la proteina integrina Bl en lineas celulares de CC mostr6 como la
inhibicion de ITGB1 se asoci6é a una menor proliferacion y migracion de las células
tumorales a través de la via AKT (Wang et al, 2021). Esto concuerda con los datos
obtenidos en nuestra serie en la que se objetivd una mayor expresion de ITGB1 en los
tumores que presentaron recaida (Figura 36-A). No se encontraron diferencias en la
expresion de ITGB1 en el andlisis global por lateralidad (Figura 36-B). Sin embargo,
al estratificar los datos por lateralidad y recaida se obejtiva una expresion diferencial

significativa (Figura 36-C) en ambos lados, lo que apoya su uso como biomarcador.
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Figura 36. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de ITGB1 se funcion de: A) la presencia o
ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad y C) la presencia o no de recaida en funcion de la
lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para
ITGB1 en una muestra.
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FBNI1: La fibrilina 1 es una proteina que forma parte de las microfibrillas que componen
la matriz extracelular (Sakai et al, 1991). Tiene propiedades reguladoras a través de su
interaccion ~ con factores del crecimiento y (Jensen et  al,
2016)https://www.uniprot.org/citations/27026396 del control de la adhesion celular, a
través de su union a los receptores de la superficie celular de las integrinas ITGAV:ITGB3
y ITGAS:ITGB1 (Bax et al, 2003; Jovanovic et al,
2007https://www.uniprot.org/citations/17158881). No se han establecido datos en cuanto
al papel de FBN1 como factor pronodstico en CC, aunque se ha postulado la
hipermetilacion del promotor del gen FBNI como un posible método de screening de CC
en muestras de heces (Guo et al, 2013). Se ha evaluado el papel de FBN1 en la progresion
del cancer gastrico evidenciandose una mayor expresion de FBN1 en aquellas neoplasias


https://www.uniprot.org/citations/27026396
https://www.uniprot.org/citations/17158881
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con menor supervivencia (Wang et al, 2022). La interaccion de FBN1 con las integrinas
se ha asociado con la activacion de TGFB1 y de distintas vias intracelulares como
PI3K/AKT, relacionadas con fenémenos de transicion epitelio-mesénquima (Salvo et al,
2014; Kindlund et al, 2017). Es conocido que estos mecanismos de progresion y vias
de activacion, son mas frecuentes en los tumores del lado izquierdo (Guinney et al,
2015), lo que concuerda con nuestros hallazgos (Figura 37-A y 37-B).
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Figura 37. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de FBN1 en funcion de: A) presencia de
recaida o libre de enfermedad y B) lateralidad.

Nuestro estudio identificé una interaccion débil entre la proteina PRELP y FBNI.

PRELP: La prolargina es una proteina que funciona como punto de anclaje entre las
membranas basales y el tejido conectivo subyacente. Se ha correlacionado como marcador
de buen pronostico en multiples tumores (p. ¢j. hepatocarcinoma y adenocarcinoma ductal
pancreatico) por su accion supresora tumoral (Chiavarina et al, 2022; Chen et al, 2015).
Al analizar nuestros datos, objetivamos una marcada sobreexpresion de PRELP en 4
pacientes con respecto al resto de la serie lo que sesgoé los valores del analisis global. Los
2 pacientes con mayor expresion de PRELP presentaron enfermedades autoinmunes
activas (Figura 38). Por ello y a pesar de las diferencias encontradas, no hemos
considerado a PRELP como un posible biomarcador.
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Figura 38. Diagrama de cajas se muestra que muestra la expresion diferencial de PRELP en el grupo recaida
y libre de enfermedad. Se observa como 4 pacientes presentan resultados excepcionalmente elevados de
PRELP en el grupo recaida.
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CACYBP: La proteina CACYBP o proteina de union a calciclina estd implicada en la
ubiquitinaciéon dependiente de calcio y posterior degradacion proteasomal de las
proteinas diana y participa en la degradacion de la beta-catenina (CTNNB1) mediada
por ubiquitina (Santelli et al, 2005). Varios investigadores han mostrado que la
proteina CacyBP/SIP desempefia funciones importantes en procesos celulares como la
ubiquitinacion, proliferacion, diferenciacion, reordenamiento del citoesquelético,
regulacion de la transcripcion y tumorigénesis (Wang et al, 2015). Un estudio mostro
que esta proteina se encuentra sobreexpresada en muestras tumorales de CC (Zhai et
al, 2017). Se ha descrito que niveles elevados de calcio dan lugar a la translocacion de
la proteina CACYBP al nucleo y esto se ha relacionado con un aumento de la
degradacion de p27 (Zhai et al, 2017). P27 o el inhibidor 1B de quinasa dependiente
de ciclina funciona como punto de control del ciclo celular impidiendo el paso de la
fase G1 a S (Grana et al, 1995; Yew et al, 2001). La infraexpresion de p27 se ha
correlacionado con mal pronostico en CC (Liu et al, 1999). Los datos de la literatura
concuerdan con nuestros hallazgos y postulan a CACYBP como un posible
biomarcador de mal pronostico. De hecho, al analizar los datos teniendo en cuenta la
lateralidad vemos como existe una tendencia no significativa a una mayor expresion
de CACYBP en el grupo Recaida y una mayor expresion en los tumores localizados
en el lado izquierdo (Figura 39).
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Figura 39. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de CACYBP se funcion de: A) la presencia
o0 ausencia de recaida, B) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos
corresponde al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para CACYBP en una muestra y C) en funcion
de la lateralidad.
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4.1.2. Resultados y discusion del andlisis de proteinas significativamente
infraxpresadadas en el grupo Recaida

A partir de la base de datos String se analizaron las interrelaciones de las 150
proteinas infraexpresadas en los tumores de los pacientes que presentaron recaida con un
intervalo de confianza de 0,9. El andlisis cuantitativo permitié evidenciar un importante
cluster central de interacciones que conecta otros clusters mas pequenos (Figura 40).

HNRNPHL

Figura 40. Representacion mediante String de las proteinas infraexpresadas en el grupo de pacientes con
Recaida. Se identifican seis clusters principales de interacciones proteina-proteina.

El cluster mas grande (cluster 1) incluyo6 21 proteinas infraexpresadas en el grupo de
recaida en comparacion con el de no recaida. Este cluster 1 (EEF1D, EEF1G, EEF2, TUMF,
FAU, RPL10A, RPL14, RPL35, RPS17, RPL4, RPS11, RPS3, RPS13, RPS23, RACKI,
EIF4A1, EIF2S1, EIF3B, ATPSF1C, ATPSF1B, MT-ATP6) esta compuesto por proteinas
que forman parte de subunidades ribosomicas y factores de iniciacion de la sintesis proteica
implicados en fendémenos de traduccion del ARN mensajero (Figura 41).
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Figura 41. Representacion del cluster principal (cluster 1) de interacciones de las proteinas infraexpresadas
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

Este cluster central principal (cluster 1) (Figura 40) interacciona con otro mas
pequeiio (cluster 2) a través de STATI1 y esta formado por 8 proteinas (TKT, ALDOC,
LDHA, C8G, C9, GSTO1, PRDX6, GSS) que estan implicadas en fendémenos relacionados
con el metabolismo de las células tumorales (TKT, ALDOC, LDHA, GSTO1, PRDX6, GSS)
y en fendmenos implicados con la activacion del complemento (C8G, C9) (Figura 42).

LA ASAH1
H

HLA-C
o @
@ ETHE1 FASN
PPP1R1B !

SRSF9
Gss co
“ @
% ///
\ LDHA

ARHGAP1

ATP1B1
: CTNND1

Figura 42. Representacion del cluster 2 de interacciones de las proteinas infraexpresadas en el grupo de
pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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Ademés, el cluster central o cluster 1 interacciona, a través de las proteinas
HSP90AA1 y HSPAS, con otro cluster (cluster 3) (Figura 43), menos agregado, que a su vez
interacciona también con el cluster 2 a través de la proteina ENOI.
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Figura 43. Representacion del cluster 3 de interacciones de las proteinas infraexpresadas en el grupo de
pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

Dentro del cluster 3 se ha encontrado una fuerte asociacion entre las proteinas
HMGCS2, ACAA2 y ACADVL implicadas en la beta-oxidacién mitocondrial, asi como
entre las proteinas MPO, AZU1 y CTSG implicadas fundamentalmente en la regulacion del
sistema inmune. También se ha observado una fuerte interaccion entre las proteinas A2M,
cuya funcidn es la inhibicion de proteasas y/o el transporte de citocinas con capacidad para
inhibir cascadas inflamatorias, con las proteinas HSPAS, HSPA8, HSP90OAB1, HSP90AA1
y HSP90BI1. Las proteinas de choque térmico (Heat Shock Protein) HSPAS5, HSPAS,
HSP90ABI1, HSP90AA1 y HSP90BI, al igual que las proteinas DDOST y RPNI, estan
implicadas en el plegamiento y el procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico.
Ademas, se observa una fuerte interaccion entre las proteinas KHSRP y HNRP1, ambas
implicadas en la regulacion de ARN (Figura 43).

Desde el cluster principal (cluster 1) también hay conexion con otro cluster (cluster
4) a través de su interaccion con las proteinas EPRS y QARSI.
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Figura 44. Representacion del cluster 4 de interacciones de las proteinas infraexpresadas en el grupo de
pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

En el cluster 4 existe una fuerte interaccion entre las proteinas TARS1, EPRSI,
FARSB y QARSI implicadas en fendmenos de catélisis del ARNt. Estas proteinas, a su vez,
interaccionan con las proteinas COPB2, COPA, COPB1, ARF1 que estan implicadas en el
transporte, formacion y eliminacion de vesiculas en el aparato de Golgi. También se ha
objetivado una fuerte interaccion entre las proteinas SLC25A5 y CYCS que estan implicadas
en la respiracion mitocondrial y en vias relacionadas con la muerte celular programada
(Figura 44).

El cluster principal (cluster 1) interacciona también con otra agrupacion proteica (cluster
5) a través de la proteina DHX9. Se visualiza una fuerte asociacion entre las proteinas PARPI,
H4C6, XRCCS5, DHX9, DDX39B implicadas en el procesamiento del RNA y entre las proteinas
AKRI1A1, CBR1 y ALDH2. Las proteinas AKR1A1, CBR1 y ALDH2 son proteinas aldehido
reductasas implicadas en la oxidacion del alcohol (Figura 45).
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Figura 45. Representacion del cluster 5 de interacciones de las proteinas infraexpresadas en el grupo de
pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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El otro cluster identificado (cluster 6) esta conectado con el cluster 3 a través de
A2M pero no con el cluster principal (cluster 1). Esta formado por 12 proteinas (SERPINGI,
CI1QBP, KNG1, FGG, FGA, FGB, SERPINCI1, APOH, APOB, F9, HP y HPX) implicadas,
fundamentalmente, en fendmenos relacionados con la coagulacion (Figura 46).

@
SERPING1

APOB

Figura 46. Representacion del cluster 6 de interacciones de las proteinas infraexpresadas en el grupo de
pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

Aunque el objetivo principal del presente estudio de protedmica diferencial es la
busqueda de biomarcadores pronosticos en pacientes con diagnodstico de CC localizado o
localmente avanzado, también hemos evaluado de manera exploratoria la expresion proteica
diferencial en funcion de la lateralidad (colon derecho versus colon izquierdo) del tumor en
las proteinas mas relevantes. Para ello, se analiz6 el papel de cada una de las proteinas
infraexpresadas de los clusters previamente descritos como se muestra a continuacion:

CLUSTER 1: El cluster principal (cluster 1) de las proteinas infraexpresadas en los
pacientes con recaida estd formado principalmente por subunidades ribosomicas y factores
de iniciacién de la sintesis proteica implicados fundamentalmente en fendmenos de
traduccion (Figura 41). Tras revision de la literatura se analizo el papel de estas proteinas y
su implicacion en fendmenos relacionados con la progresion tumoral en CC. Como se
describe a continuaciéon, se identificaron las siguientes proteinas como posibles
biomarcadores prondsticos, evaluando también la expresion diferencial de algunas de las
proteinas mas relevantes en funcion de la lateralidad.

e RACKI: El receptor para la quinasa 1 C activada, también conocido como
subunidad beta-2 similar a 1 de la proteina de union a nucledtidos de guanina, esta
codificado por el gen RACKI, también denominado GNB2LI. Se trata de una
proteina de anclaje que forma parte de la subunidad 40s del ribosoma y que esta
implicada en fendmenos de represion de la transcripcion. Se ha descrito su
participacion en el control del crecimiento celular en CC y cancer géstrico a través
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de la inhibiciéon de Src y su accion en la via Wnt/beta-catenina (Swaminathan et al,
2012; Yu et al, 2021). De hecho, el bloqueo de la ubicuitinizacion de RACK1
suprime la hiperactivacion de la via Wnt/beta-catenina y la progresion del cancer
gastrico (Yu et al, 2021). En nuestra serie se ha objetivado una menor expresion de
RACKI1 en los pacientes que habian presentado recaida lo que concuerda con lo
descrito en la literatura. No se han identificado difierencias en cuanto a la lateralidad
de manera global. Sin embargo, al evaluar la expresion de RACK1 en funcién de la
lateralidad vemos como existe una menor expresion de RACKI1 en los tumores con
recaida localizados en el lado derecho de manera significativa (Figura 47). Por ello,
se postula como un posible biomarcador de riesgo en aquellos tumores localizados
en el lado derecho.
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Figura 47. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina RACK1 en funcion de: A)
su lateralidad y B) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad.
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EIF2S1: La subunidad 1 del factor 2 de iniciacion de la traduccidn eucariota es una
proteina que en humanos esta codificada por el gen EIF2S1/EIF2A4. Es un miembro
del complejo elF2 que funciona en los primeros pasos de la sintesis de proteinas
formando un complejo ternario con GTP y B RNt iniciador (Mikami et al, 2006).
En el cancer de pancreas la expresion de EIF2S1 se asocié a un menor tiempo de
SLE (Chen et al, 2023). Se ha descrito EIF2A como una proteina esencial para la
supervivencia de las células tumores. Los niveles elevados de EIF2S1 se
correlacionaron con mal prondstico en cancer de mama (Chen et al, 2019). Por el
contrario, en adenocarcinomas nasosinusales de tipo intestinal, la menor expresion
de EIF2S1 se correlaciond con un peor pronostico (estadios mas avanzados) (Schatz
et al, 2021). Al analizar la muestra de manera global, vemos como EIF2S1 se
encuentra menos expresada en el grupo de pacientes con recaida. Sin embargo, al
analizar los datos teniendo en cuenta la lateralidad, vemos como existe una tendencia
a una mayor expresion de EIF21S en el grupo de peor prondstico, lo que concuerda
con los resultados publicados en cancer de pancreas y cancer de mama. Ademas, se
objetivd una mayor expresion de EIF2S1 en los tumores localizados en el lado
izquierdo frente al lado derecho (Figura 48).
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Figura 48. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de EIF251 en funcion de: A) la presencia
0 ausencia de recaida, B) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos
corresponde al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para ITGB1 en una muestra y C) en funcion
de la lateralidad.

EIF3B: La subunidad B del factor 3 de iniciacion de la traduccién eucaridtica es una
proteina que en humanos estéa codificada por el gen E/F3B. Esta subunidad es una de
las 12 que componen el complejo EIF3 implicado en la fase de iniciacién de la
traduccion proteica (Zhou et al, 2008) y que forma parte de su nucleo principal.
Aunque algunos estudios sugieren que una mayor expresion de EIF3B se asocia con
una mayor proliferacion celular (Wang et al, 2012); es la interrelacion asi como la
expresion entre las distintas subunidades que forman este complejo I que condicionan
el desarrollo de una proteina andmala que altera la fase de traduccion proteica y que
se ha visto implicada en el desarrollo de multiples enfermedades como el cancer. En
nuestra serie, EIF3B se encuentra infraexpresada en aquellos pacientes que presentan
recaida. No hemos encontrado una explicacion en la literatura acerca del mecanismo
que justifique esta asociacion.

EIF4A1: El factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4A1 es una ARN helicasa
dependiente de ATP necesaria para la union del ARNm al ribosoma, codificada por
el gen EIF4A41 (Loh et al, 2009). Esta sobreexpresada en el cancer renal (Wu et al,
2021) y aunque el aumento de su expresion se ha correlacionado con un peor
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prondstico en el carcinoma renal de células claras (Zhang et al, 2022), estos datos no
han sido confirmados en el CC. Un estudio mostr6 una disminucién de expresion de
EIF4A1 en tejido tumoral frente a tejido sano (Soylemez et al, 2021). La expresion
de EIF4A1 también se ha relacionado con estadios mas precoces de CC lo que podria
explicar los resultados de nuestra serie (Bednarczyk et al, 2017). A mayor
desdiferenciacion, peor prondstico y menor expresion de EIF4A. Estos datos se
sostienen en el andlisis de expresion teniendo en cuenta la lateralidad, donde ademas,
objetivamos una mayor expresion de EIF4A1 en los tumores localizados en el lado

derecho (Figura 49).
EIF4A1
4.05x10°-] 4.001x1034 EIF4A1
3.05x103 b *
x - .
’ ! 3.001x103
o
2.05%10%- v
)\ s 2.001x103+
1.05%10%4 & ] : .
. o L)
o tegedigtes 1001103 °°§; M
5x101 o
T T Ses Segi38gsee
& & 1x100 . .
‘\e,(‘o N © Y
& & &
& ) &
\@% Q NG
EIF4A1
C \
[
4.2%10° | 2
L]
! .
2.2x103
O (]
L3
! °.o : Z
. - ote .
2x1024 °® 0®gegoce
T T T T
% P & <
sz <) @b C_;b\
N & £ @
¢ o @ O
& & & &
g ) ® &
) Q ) &
& &
o 60
o <
@ ¥
(2)
Q v

Figura 49. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de EIF4A1 en funcion de: A) la presencia
o0 ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad y C) la presencia o no de recaida en funcion de la
lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para
EIF4A1 en una muestra.

e ATPS5F1B: La ATP sintasa F1 subunidad beta, es una enzima mitocondrial (ATP
sintasa) que en humanos estd codificada por el gen ATP5FIB. Esta proteina se
encuentra infraexpresada en multiples tumores frente al tejido normal y su
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infraexpresion se ha relacionado con una mayor expresion de proteinas relacionadas
con la obtencion de energia a través de la glicolisis aerobia (Cuezva et al, 2002). Un
estudio sobre el papel del metabolismo mitocondrial en CC concluy6 que el mayor
riesgo de progresion esta relacionado con una menor expresion de ATPSF1B y por
lo tanto, una mayor represion de la via mitocondrial como método de obtencion de
energia (Sanchez-Arago et al, 2010). Estos datos concuerdan con los resultados de
nuestro estudio. En nuestra serie ATPSFIB se encuentra infraexpresada en los
tumores con recaida y su expresion es mayor en los tumores localizados en el lado
izquierdo. Al evaluar los niveles de expresion de ATPSF1B en funcion de la
lateralidad y recaida vemos como las diferencias son mas significativas en los
tumores localizados en el lado izquierdo (Figura 50). Por lo tanto, postulamos
ATP5F1B como un posible biomarcador de mal prondstico.
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Figura 50. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de ATP5F1B en funcion de: A) la presencia
o0 ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad y C) la presencia o no de recaida en funcion de la
lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para
ATP5F1B en una muestra.

ATPSF1C: El gen humano ATP5F1C codifica la subunidad gamma de una enzima
llamada ATP sintasa mitocondrial, implicada en mecanismos de fosforilacion
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oxidativa. Un estudio reciente en pacientes con cdncer de mama objetivé una mayor
expresion de ATPSF1C en las metastasis frente al tumor primario (Fiorillo et al,
2021). En nuestra serie ATPSF1C se encuentra infraexpresada en aquellos pacientes
que presentan recaida. No hemos encontrado una explicacion en la literatura que
justifique esta asociacion.

e MT-ATP6: MT-ATP6 es un gen mitocondrial con el nombre completo de subunidad
6 de la membrana de la ATP sintasa implicada en la fosforilacion oxidativa. Las
mutaciones en MT-ATP6 se han relacionado con enfermedades neurodegenerativas
o cardiovasculares. Su implicaciéon en fendmenos de carcinogénesis no estd muy
clara aunque es posible que se relacione con mecanismos de obtencidon de energia y
formacion de ROS (Niedzwiecka et al, 2016). En nuestro caso se evidencié una
menor expresion de MT-ATP6 en los tumores que presentaban un peor pronostico.
No hemos encontrado una explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

Los factores de elongacion del complejo eucaridtico (EEF) son proteinas que
participan en la sintesis proteica durante el proceso de traduccion génica. Algunos estudios
han relacionado las proteinas del complejo EEF con el proceso de carcinogénesis a través de
la expresion aberrante de ARN no codificante y la produccién de proteinas o péptidos
derivados de pseudogenes con actividad alterada (Biterge-Sut et al, 2019; Cristiano et al,
2021).

o EEFI1D: El factor de elongacion 1-delta es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen EEFID. El papel de esta proteina en el tejido sano no esta
claro. Suele estar infraexpresada en las glandulas adrenales, hip6fisis y colon con
respecto a otros 6rganos como el cerebro, higado o corazén. Se ha relacionado el
aumento de la expresion de EEF1D con peor prondstico en algunas neoplasias (p.
ej.: hepatocarcinomas y meduloblastomas) a través fenémenos de transformacion
epitelio-mesenquimal (EMT) y la via PI3K/AKT (Xie et al, 2020; De Bortoli et
al, 2006), pero esto no ha sido demostrado en el CC. No obstante, Shen et al.
correlacionaron los niveles de expresion de EEFID con lateralidad en CC. La
expresion de EEF1D fue mayor en el CC del lado derecho (Shen et al, 2013) lo
que concuerda con los hallazgos de nuestra serie como se muestra en la figura 51.
También se evalud la expresion de esta proteina en los pacientes con recaida o
libres de enfermedad de nuestra serie estratificando por lateralidad. Evidenciamos
una relacion significativa entre la menor expresion de EEF1D y un mayor riesgo
de recaida. No encontramos datos en la literatura que apoyen estos resultados.
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Figura 51. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de EEF1D en funcion de: A) lateralidad y
B) recaida en funcion de lateralidad.

(@]

EEF1G: El factor de elongacion 1-gamma es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen EEF1G. Un estudio realizado en lineas celulares de CC mostrd
una co-regulacion de los niveles de EEF1 y TRAP1 en estas células tumorales, de
manera que si baja TRAPI también baja EEF1G y viceversa (Matassa et al, 2013).
El descenso de TRAPI se ha asociado con fendmenos de transicion epitelio-
mesénquima (Amoroso et al, 2016), un aumento del metabolismo oxidativo
mitocondrial, de las IL6 y IL8, la motilidad celular, un mayor grado tumoral, un
mayor estadio al diagndstico y una menor supervivencia en cancer de ovario
(Matassa et al, 2013). En cultivos celulares y tejido tumoral de CC humano se ha
descrito la implicacion de EEF1G en la via AKT/p70S6K (Agriarulo et al, 2015).
Todos estos datos de la literatura concuerdan con nuestros resultados. La menor
expresion de EEF1G se correlaciona con un peor pronostico y por ello se postula
como un posible biomarcador. Los fendmenos de transicion epitelio-mesénquima
(EMT) son una via de progresion tumoral potenciada en el subtipo molecular CMS4
(mesenquimal), que es mas frecuente en el lado izquierdo. En nuestra serie se
objetivd una menor expresion de EEF1G en los tumores localizados en el colon
izquierdo (Figura 52-A) y en los que presentaron recaida independientemente de la
lateralidad (Figura 52-B).
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Figura 52. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina EEF1G a partir de
las areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) lateralidad y B) en funcion de su recurrencia por lateralidad
siendo las diferencias mas significativas en el lado izquierdo.
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o EEF2: El factor de elongacion eucariota 2 es una proteina que en humanos esta

codificada por el gen EEF2. Se ha propuesto que EEF2 puede jugar un papel como
supresor tumoral en CC humano (Xie et al, 2014). En nuestra serie los pacientes
que habian recaido presentaron una menor expresion de EEF2 frente a los que no
recayeron. Nuestros datos concuerdan con el estudio Tung H. Ng et al. (Ng et al,
2019) que correlaciono la menor expresion de la proteina EEF2k, cuyo sustrato es
EEF2, con una menor supervivencia en los pacientes con CC. En nuestra serie se
ha objetivado una menor expresion de EEF2 en los tumores con recaida y en los
localizados en el lado izquierdo. Al evaluar los niveles teniendo en cuenta la
recaida y la lateralidad vemos como estos resultados se mantienen (Figura 53).
Por este motivo postulamos que la ausencia o la baja expresion de EEF2 podria
considerarse también como un factor de riesgo de recaida independiente de la
lateralidad.
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Figura 53. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina EEF2 a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad
y C) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor
del area obtenida en el analisis SWATH-MS para EEF2 en una muestra.

e TUFM: El factor de elongacion Tu, mitocondrial, es una proteina que en humanos
estd codificada por el gen TUFM. Promueve la union dependiente de GTP de
aminoacil-tRNA al sitio A de los ribosomas durante la biosintesis de proteinas.
También juega un papel en la regulacion de la autofagia y la inmunidad innata.
Recluta a ATG5-ATG12 y NLRXI1 en las mitocondrias y sirve como punto de
control de la via RIGI-MAVS e inhibe el interferén tipo I (IFN1) mediado por RLR
mientras promueve la autofagia. Un estudio correlaciond un aumento de expresion
inmunohistoquimica de TUFM con mayor riesgo de recaida (Shi et al, 2012); estos
datos concuerdan con los de nuestra serie. Objetivamos una tendencia no
estadisticamente significativa a una mayor expresion de TUFM en aquellos pacientes
que presentaron recaida al analizar los grupos en funcion de lateralidad. También
objetivamos una mayor expresion de esta proteina en el lado izquierdo de manera
significativa (Figura 54). Dada la funcion inhibitoria de IFN1 parece razonable que
se encuentre una menor expresion en el lado derecho.
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Figura 54. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina TUFM a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) lateralidad y B) recaida en funcion de lateralidad.

Los ribosomas son organulos celulares cuya funcion es la sintesis proteica. Su
implicacion en el desarrollo de neoplasias ha tenido un interés creciente en los tltimos afios.
El proceso de formacion de los ribosomas o biogénesis de ribosomas tiene multiples puntos
de control (Donati et al, 2012). Las alteraciones en estos puntos de control pueden dar lugar
a la hiperactivacion de la biogénesis promoviendo la transcripcion de oncogenes que
favorecen la progresion y desdiferenciacion celular (Elhamamsy et al, 2022). En nuestra
serie, se encontr6 una marcada desregulacion de distintas subunidades ribosomicas que estan
infraexpresadas en el grupo Recaida.

e FAU: Es una proteina ubiquitin-like que forma parte de la subunidad 40S del
ribosoma y esté codificada por el gen FAU. El estudio de lineas celulares de cancer
de prostata (Pickard et al, 2010) y de mama (Pickard et al, 2009), ha propuesto a FAU
como un gen supresor de tumores que actuaria a través de su interaccion con Bcl-G
aumentando la apoptosis basal de lineas celulares humanas de células T (Pickard et
al, 2011). Ademas, se ha correlacionado una baja expresion de FAU con peor
pronostico en pacientes con cancer de mama (Pickard et al, 2009). Aunque no hemos
detectado estudios sobre CC este sentido, los resultados de nuestra serie han
objetivado una menor expresion de FAU en el grupo de pacientes con recaida (Figura
55). Esto concuerda con su papel supresor tumoral y postula a FAU como un posible
biomarcador de mal prondstico.
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Figura 55. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina FAU a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad
y C) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor
del area obtenida en el analisis SWATH-MS para FAU en una muestra.

e RPLI14: La proteina ribosomal L14 es una proteina de la subunidad 60S de los
ribosomas, codificada por el gen RPLI4 e implicada en la sintesis de proteinas
(Anger et al, 2013) . Algunos estudios han postulado RPL/4 como un gen supresor
de tumores en cancer de pulmoén y carcinoma escamoso de cavidad oral (Shriver et
al, 1998). RPL14 también ha sido propuesta como un biomarcador de diagnostico
precoz en el carcinoma epidermoide de es6fago (Huang et al, 2006) y se identifico
como una proteina clave en el desarrollo de CC con inestabilidad de microsatélites
(Yu et al, 2019). En nuestra serie, la proteina RPL14 se encuentra infraexpresada en
pacientes con recaida lo que es coherente con la funcidon supresora tumoral descrita
y postula a RLP14 como un posible biomarcador. Ademas, su asociacion con la
inestabilidad de microsatélites, mas frecuente en el lado derecho, podria explicar en
parte, su mayor expresion a ese nivel donde las diferencias son mas significativas
(Figura 56).
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Figura 56. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina RPL14 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaia o libre de enfermedad, B) lateralidad y C) recidiva y
lateralidad.
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RPS11: La proteina ribosomal 40S S11 es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen RPSI1 (Singh et al, 2021). Se ha descrito la interaccion de
RPS11 con RACKI en hepatocarcinoma. (Fan et al, 2022) RACKI estaria implicada
en fenomenos de TEM a través de la estabilizacion de la E-cadherina (Swaminathan
et al, 2012; Yu et al, 2021) como ya se ha comentado previamente. En nuestra serie
RPS11 se encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida. Sin embargo, no
hemos encontrado en la literatura ninguna asociacion de RPS11 con CC.

RPL35: La proteina ribosomal 60S esta codificada en humanos por el gen RPL35 y
estd implicada en la sintesis de proteinas. Su valor pronostico en CC apenas ha sido
estudiado aunque se han descrito unos mayores niveles de expresion de RPL35 en
muestras de tumores de CC frente al tejido normal (Lau et al, 2014). En nuestra serie
se encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos encontrado una
explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

RPL10A: La proteina ribosomal 60S L10a esta codificada en humanos por el gen
RPLI10A y esta implicada en la sintesis de proteinas. En nuestra serie se encuentra
infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos encontrado una explicacion
en la literatura que justifique esta asociacion.
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e RPS17: Laproteina ribosomal 40S S17 esté codificada en humanos por el gen RPS17
(Anger et al, 2013) y esta implicada en la sintesis de proteinas. En nuestra serie se
encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos encontrado una
explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

e RPL4: La proteina ribosomal 60S L4 en humanos esta codificada por el gen RPL4
y esta implicada en la sintesis de proteinas (Liang et al, 2020). La expresion de RPL4
en CC no parece tener implicaciones en el prondstico o el desarrollo tumoral (He et
al, 2020).

e RPS3: La proteina ribosomal 40S S3 est4 codificada en humanos por el gen RPS3 y
estd implicada en la sintesis de proteinas. En nuestra serie se encuentra
infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos encontrado una explicacién
en la literatura que justifique esta asociacion.

e RPS13: La proteina ribosomal 40S S13 estd codificada en humanos por el gen RPS13
y estd implicada en la sintesis de proteinas. En nuestra serie se encuentra
infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos encontrado una explicacién
en la literatura que justifique esta asociacion.

e RPS23: La proteina ribosomal 40S S23 es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen RPS23 y estd implicada en la sintesis de proteinas (Paolini et
al, 2017). En nuestra serie se encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida.
No hemos encontrado una explicacion en la literatura acerca del mecanismo que
justifique esta asociacion.

CLUSTER 2: El cluster 2 esta formado por proteinas implicadas en fenémenos relacionados
con el metabolismo de las neoplasias. Las células tumorales se caracterizan por un aumento
del consumo de glucosa para generar lactato y otros sustratos aun en presencia de oxigeno a
través de un proceso conocido como efecto Warburg o glicélisis aerobia (DeBerardinis et al,
2016). Sin embargo, recientemente se ha observado que no todos los tumores adoptan este
tipo de metabolismo, sino que pueden presentar un fenotipo completamente opuesto, de tipo
respiratorio con un incremento en la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Ghesquicre et al,
2014). Como ya se mencion6 en la introduccion, en el CC se han definido 4 subtipos
moleculares en funcion de sus caracteristicas a nivel clinico, molecular y transcriptdmico:
CMS1 (MSI-inmune, 14%), CMS2 (canénico, 37%), CMS3 (metabdlico, 13%) y CMS4
(mesenquimal, 23%), con un grupo adicional con heterogeneidad intratumoral (mixto, 13%)
(Guinney et al, 2015). El subgrupo CMS3 se caracteriza por un gran enriquecimiento para
multiples firmas metabdlicas (Figura 55) y la presencia de mutaciones activadoras de KRAS
descritas como inductoras importantes de la adaptacion metabolica (Brunelli et al, 2014; Son
et al, 2013). Sin embargo, el subgrupo CMS3 apenas representa en torno al 13% de los
tumores de CC. Una baja representatividad de este subgrupo en nuestra serie podria explicar
que algunas de las proteinas implicadas en procesos metabolicos se encuentran
infraexpresadas.
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Figura 57. Imagenes adaptadas del articulo: Guinney et al, 2015 en el que se muestra: A) Analisis de
enriquecimiento de ARNm de conjunto de genes: firmas de especial interés en CCR, algoritmo ESTIMATE30
para inferir mezcla de células inmunes y estromales en muestras de tumores, vias canonicas, firmas inmunes
y vias metabdlicas. B) Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de datos proteémicos TCGA.

e TKT: La transketolasa es una enzima codificada en humanos por el gen 7KT.
Participa en la ruta de la pentosa fosfato, que estd estrechamente relacionada con la
glucolisis. Durante la glucolisis se utiliza la glucosa para generar ribosa, que es
necesaria para la biosintesis de nucleotidos y 4cidos nucleicos. En esta via también
se obtiene poder reductor en forma de NADPH que se usard como coenzima de
enzimas propios del metabolismo anabodlico (Boyle et al, 2016). Las células
cancerosas experimentan un aumento del estrés oxidativo. La via de la pentosa
fosfato es importante debido a que genera NADPH antioxidante. La enzima TKT es
necesaria para el crecimiento del cancer debido a su capacidad de afectar la
produccion de NAPDH para contrarrestar el estrés oxidativo. En cancer de es6fago
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la sobreexpresion de TKT se asocid a peor supervivencia (Chao et al, 2016). Otro
estudio ha propuesto que TKT puede promover el desarrollo de hepatocarcinoma en
una manera no metabolica a través de su localizacion nuclear y la via EGFR (Qin et
al, 2019). Aunque un estudio reciente ha relacionado una mayor expresion de TKT
con un peor pronodstico en el CC (Li et al, 2022), no hemos podido validar estos
hallazgos en nuestra serie. Sin embargo, encontramos una mayor expresion de la
proteina TKT en los pacientes con CC derecho (Figura 58).
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Figura 58. Diagrama de cajas donde se evidencia una mayor expresion de transketolasa (TKT) en los tumores
del colon derecho de forma significativa.

ALDOC: La aldolasa C fructosa-bifosfato, es una enzima que en humanos esta
codificada por el gen ALDOC/ALDC. Este gen codifica un miembro de la familia de
genes de fructosa-bisfosfato aldolasa de clase I. Se trata de una enzima con funciones
glucoliticas que se encuentra en el tejido nervioso, principalmente hipocampo y
células de Purkinje (Arakaki et al, 2004). La sobreexpresion de ALDOC en cancer
de pulmoén de células no pequefias se asocid con la presencia de metéstasis
ganglionares, un mayor estadio patoldgico y peor prondstico (Shang et al, 2023).
Estos efectos fueron mediados a través de MYC y la via Wnt/B-catenin (Shang et al,
2023). También se ha correlacionado una mayor expresion de ALDOC con una
mayor carga mutacional (TMB), la inestabilidad de microsatélites (MSI) y un peor
pronostico en cancer gastrico (Chen et al, 2023). Un estudio reciente con células de
CC mostr6 que la sobreexpresion del gen BRD9Y promueve la glucolisis y la
progresion tumoral a través de su interaccion con ALDOC y ENO2 (Zuh et al, 2023).
En nuestro estudio la expresion de ALDOC ha sido significativamente mayor en los
casos de colon izquierdo (Figura 59A). Curiosamente, el subtipo CMS2 presenta una
mayor dependencia de la via Wnt y MYC y se asocia a tumores localizados en el
lado izquierdo. En nuestra serie, no se encontraron diferencias en cuanto al riesgo de
recaida en el analisis por lateralidad (Figura 59B).
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Figura 59. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina ALDOC en funcion
de: A) lateralidad y B) lateralidad y recaida.

e LDHA/LDHB: La proteina lactato deshidrogenasa A (LDHA) cataliza la conversion
reversible de piruvato en lactato con la oxidacion concomitante de NADH a NAD en
la glucolisis anaerdbica. La proteina lactato deshidrogenasa B (LDHB) cataliza la
interconversion de piruvato y lactato con la interconversion concomitante de NADH
y NAD" en un proceso post-glucolisis. Ambas proteinas participan en la
interconversion de L-lactato y NAD a piruvato y NADH al final de la glicolisis
anerobia y la glucdlisis aerobia en las células tumorales (Sharma et al, 2022). La
mayoria de las células tumorales se caracterizan por una mayor tasa de glucélisis
mediada por un proceso de fermentacion en condiciones de aerobiosis que garantiza
una mayor cantidad de lactato y sustratos para las rutas anabdlicas (DeBerardinis et
al, 2016) (Figura 60). El exceso de lactato crea una acidosis extracelular que facilita
la invasion, la angiogénesis, las metéstasis y afecta a la respuesta inmune (Sharma et

al, 2022).
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Figura 60. Representacion esquematica de la generacion de lactato mediada por la via de la glucdlisis
aerobia. Elaboracion propia.

o LDHA: La proteina lactato deshidrogenasa A es una enzima que en humanos

esta codificada por el gen LDHA. Se ha demostrado que la sobreexpresion de
LDHA y LDHB promueve la transformacion maligna de las células del
epitelio gastrico al promover el efecto Warburg (glucolisis aerdbica) durante
la exposicion prolongada a compuesto de N-nitroso (Liu et al, 2023).
También se ha evidenciado un incremento de la actividad glicolitica en
polipos colorrectales apoyada en una mayor expresion de LDHA (Rebane-
Klemm et al, 2023). Sin embargo, aunque se ha postulado que el aumento de
LDHA aumentaria la diseminacion tumoral, estudios que evaluaron la
inhibicion del efecto Warburg a través de LDHA no lograron inhibir el
crecimiento tumoral en células de melanoma; de hecho, dichas células
mostraron una activacion de la via de mTOR para compensar la inhibicion de
LDHA (Pathria et al, 2018). La mayor concentracion de LDHA en los
tumores del lado derecho de nuestra serie, indicd una mayor dependencia de
esta via para la obtencion de energia en estos tumores (Figura 61).
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Figura 61. Diagrama de cajas que muestra la mayor expresion de LDHA en carcinomas colénicos del lado

derecho.
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GSTO1: La glutation S-transferasa omega-1 es una enzima que en humanos esta
codificada por el gen GSTOI1. Esta proteina citoplasmatica participa en el
metabolismo de carcinégenos y su mecanimo de accion se ha descrito como
promotor y como supresor tumoral. Estudios en pacientes con cancer de pulmén de
células no pequenas asociaron la sobreexpresion de GSTO1 con mayor
proliferacion y diseminacion tumoral a través de la via de JAK/STAT3 (Wang et
al, 2021). Sin embargo, otro estudio reciente concluydé que GSTOI1 confiere
proteccion contra la formacidon de tumores colorrectales (Tummala et al, 2021).
Tummala et al. describieron la implicacion de GSTO1 en la activaciéon de NLPR3
inflamasoma que a su vez, media la activacion de IL1beta e IL18, produciendo un
aumento de interferon gamma (IFN-gamma) y de la expresion de STAT 1, actuando
como un supresor tumoral (Figura 62). En nuestra serie, hemos encontrado una
menor expresion de GSTO1 y de STAT1 en los pacientes con peor pronostico, 1o
que concuerda con los datos de la literatura. En cuanto a la lateralidad, la expresion
de GSTO1 es mayor en los tumores localizados en el lado derecho en donde su
papel como posible biomarcador de riesgo parece mas relevante (Figura 63).
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Figura 62. Representacion esquematica del papel funcional de GSTO1 en la activacion de la via de NLPR3
inflamasoma. Elaboracion propia a partir del articulo de Tummala et al, 2021.
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Figura 63. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina GSTO1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) la presencia de recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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PRDXG6: La peroxirredoxina-6 es una proteina que en humanos esta codificada por
el gen PRDX6. Se trata de una peroxidasa que cataliza la reduccion de hidrogenos e
hidroperoxidos organicos a agua y alcoholes, y que ademas actiia como fosfolipasa.
En un estudio sobre el papel de PRDX6 en 30 pacientes con CC s6lo un 40% mostrd
un aumento de la expresion de esta proteina (Falidas et al, 2021). Se objetivo una
correlacion positiva de la expresion de PRDX6 con el estadio tumoral. En nuestra
serie encontramos infraexpresion de PRDX6 en los pacientes con recaida. No hemos
encontrado una explicacion en la literatura acerca del mecanismo que justifique esta
asociacion.

GSS: La glutation sintetasa es la segunda enzima en la ruta de biosintesis del
glutation. Cataliza la condensacion de gamma-glutamilcisteina y glicina para formar
glutation y es un potente antioxidante (Gali et al, 1995; Polekhina et al, 1999). GSS
estd implicada en la regulacion de la via de la ferroptosis que se basa en la
acumulacién de perdxidos lipidicos, provenientes de la peroxidacion de PL-PUFAs
inducida por el ion ferroso. Aunque se ha relacionado el aumento de expresion de
proteinas implicadas en esta via con tumores de peor prondstico, estos datos no se
confirmaron en nuestra serie. No hemos encontrado una explicacion en la literatura
acerca del mecanismo que justifique esta asociacion.

C8G: La subunidad gamma del factor 8 del complemento forma parte del complejo
de ataque a membrana del complemento (Schreck et al, 2000). En nuestra serie se
encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos encontrado una
explicacion en la literatura acerca del mecanismo que justifique esta asociacion.

C9: Es una proteina que forma parte del complejo de ataque a membrana del
complemento y tiene un papel clave en la respuesta inmune y adaptativa mediante la
formacion de poros en la membrana plasmatica de la célula diana Witzel-(Schlomp
et al, 1998). Aunque se ha descrito una mayor expresion de C9 en CC frente a tejido
sano, no se ha descrito su papel como factor pronostico (Chantaraamporn et al, 2020).
Algunos estudios sugieren que la hipoxia restringe la expresion del componente 9
del complemento en macréfagos asociados a tumores promoviendo el crecimiento
celular (Li et al, 2018). En nuestra serie se encuentra infraexpresada en los pacientes
con recaida. No hemos encontrado una explicacion en la literatura que justifique esta
asociacion.

CLUSTER 3: El cluster 3 estd fundamentalmente implicado en fenémenos de empaquetado
de proteinas.
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ENOL1: La enolasa 1, mas cominmente conocida como alfa-enolasa, es una enzima
glicolitica expresada en la mayoria de los tejidos y que estd codificada por el gen
ENOI. Es una de las isozimas de la enolasa. Cada isoenzima es un homodimero
compuesto por 2 subunidades alfa, 2 gamma o 2 beta que funcionan como una enzima
glucolitica. La sobreexpresion de ENOA est4 asociada con el desarrollo de tumores
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a través del efecto Warburg (Capello et al, 2011). En las células tumorales, ENOA
se sobreexpresa en su superficie, donde actia como una proteina clave en el
desarrollo de la metdastasis, promoviendo el metabolismo celular en condiciones
aerdbicas e impulsando la invasion tumoral a través de la activacion del
plasmindgeno y la degradacion de la matriz extracelular. También muestra un patrén
caracteristico que regula las funciones de las proteinas y la inmunogenicidad
(Capello et al, 2011). Se ha demostrado la asociacion entre el subgrupo CMS1 (MSI-
immune) y los cambios en el metabolismo energético a nivel transcriptomico
(aumento de expresion de genes relacionados con la glucélisis como ENOTI) en el
CC en el contexto de la activacion de la via inmune (Fedorova et al, 2019). El CC
subtipo CMS1 se caracteriza por ser tumores del lado derecho, asociarse a
mutaciones de BRAF'y a la alteracion del estado de las proteinas reparadoras (MSI)
(Lee MS et al, 2017). En nuestro estudio, se objetivd también una mayor expresion
de la proteina ENOI1 en el lado derecho, lo que concuerda con la clasificacion
genomica y transcriptomica del CC. Al analizar los datos en funcion de la lateralidad,
existe una tendencia a una mayor expresion de ENO1 en los tumores con recaida
localizados en el lado derecho aunque esta no es estadisticamente significativa
(Figura 64).
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Figura 64. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina ENO1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) la lateralidad y B) la lateralidad y recaida.

A2M: La alfa-2-macroglobulina es un inhibidor de proteasas y un transportador de
citocinas codificada por el gen 42M/A2MD. Algunos estudios en adenocarcinoma de
pulmon sugieren que una menor expresion de A2M puede favorecer la progresion
tumoral a través de fenomenos de TEM vy alteraciones de tipo inmunitario (Lee et al,
2022). Esto se debe a que en condiciones normales A2M actuaria como un inhibidor
de la sefializacion Wnt/beta-catenina (Linder et al, 2010) e interaccionaria también
con la via PI3K-AKT (Kurz et al, 2017) favoreciendo una disminucién de A2M
durante la progresion tumoral y el desarrollo de metastasis. De forma coherente con
la literatura, en nuestra serie A2M se encuentra infraexpresada A2M en los pacientes
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con recaida independientemente de la lateralidad. Ademads, se encuentra una mayor
expresion de A2M en los tumores localizados en el lado derecho (Figura 65).
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Figura 65. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina A2M a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad
y C) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor
del area obtenida en el analisis SWATH-MS para A2M en una muestra.
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HSPAS: La proteina de inmunoglobulina de uniéon también conocida como proteina
regulada por glucosa de 78 kDA (GRP78) o proteina de choque térmico 5 de 71 kDa
es una proteina que en humanos esta codificada por el gen HSPA5 (Dana et al, 1990).
Se trata de una chaperona del reticulo endopldsmico que desempefia un papel clave
en el plegamiento de proteinas y como punto de control en el reticulo endoplasmico
(Guo et al, 2023). Como factor central en la regulacion del plegamiento de proteinas,
HSPAS/GRP78 desempena un papel fundamental en los procesos celulares
necesarios para la tumorigénesis, como la proliferacion, las metastasis, la
antiapoptosis, el escape inmunoldgico y la quimiorresistencia. La sobreexpresion de
HSPAS/GRP78 esta estrechamente relacionada con la tumorigénesis y el mal
prondstico en varios tumores malignos (Guo et al, 2023). La evaluacion del
comportamiento de células del CC en funciéon de la expresion de HSPAS en la
superficie celular objetivd un mayor indice de proliferacion y capacidad de
diseminacion en los subgrupos que no expresaban GRP78 (Hardy et al, 2012). Otro
estudio encontr6 una mayor expresion de HSPAS en pacientes con CC mas jovenes
(menores de 65 afios) (Guan et al, 2021). En nuestra serie, la proteina HSPAS se
encontro sobreexpresada en los tumores de pacientes con recaida y en los tumores
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localizados en el lado derecho lo que concuerda con los datos de la literatura y lo
postula como un posible biomarcador (Figura 66).
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Figura 66. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina HSPA5 a partir de
las areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida y B) en funcion de la
lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para
HSPA5 en una muestra.

HSPAS: La proteina 8 de choque térmico de 70 kDa, esta codificada en humanos por
el gen HSPAS. Es una chaperona implicada en una amplia variedad de procesos
celulares, incluida la proteccion del proteoma contra el estrés, el plegamiento y
transporte de polipéptidos recién sintetizados, la autofagia mediada por chaperonas,
la activacion de la protedlisis de proteinas mal plegadas y la formacion y disociacion
de complejos proteicos (Chiang et al, 1989; Yamamoto et al, 2010; Grove et al,
2011). HSPAS esté significativamente incrementada en el CC (Guan et al, 2021). Se
ha correlacionado una mayor expresion de HSPA8 con un mayor infiltrado
linfocitario, postulandose como un predictor de respuesta al tratamiento con
inmunoterapia (Yang et al, 2023; Yin et al, 2022). El aumento de su expresion se ha
asociado a promocion del crecimiento en el hepatocarcinoma (Guan et al, 2021). Otro
estudio reciente mostr6 que HSPAS est4 regulado transcripcionalmente de forma
positiva en CC con BRAF mutado, lo que promueve la degradacion dependiente de
chaperonas de caveolina-1 (CAV1) para liberar B-catenina en el nucleo y, por lo
tanto, activar la via Wnt/B-catenina, contribuyendo a las metéstasis y la progresion
tumoral (Li et al, 2024). Otra publicacion ha mostrado expresion de HSPAS asociada
a los primeros estados de la progresion clinica del CC (Guan et al, 2021). En nuestra
serie se encontrd infraexpresada HSPAS en los pacientes con recaida y en los
localizados en el lado izquierdo (Figura 67A). Estas diferencias fueron mayores
cuando analizamos los resultados en funcion de la lateralidad, lo que apoya esta
proteina como un posible biomarcador (Figura 67B).
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Figura 67. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina HSPA8 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) lateralidad y B) lateralidad y recaida.

HSP90AA1: La proteina de choque térmico HSP 90-alfa es una proteina que en
humanos esta codificada por el gen HSP90AA1. Es una chaperona que promueve la
maduracion, el mantenimiento estructural y la regulacion adecuada de proteinas
diana especificas involucradas en el control del ciclo celular y la transduccién de
senales (Forsythe et al, 2001; Yang et al, 2005). Aunque hay datos contradictorios,
un estudio en pacientes con CC evidenciéo mayor expresion de HSP90OAAT en los
pacientes con mejor prondstico (Drecoll et al, 2014). Estos datos coinciden con lo
reflejado en nuestra serie donde se objetivd una menor expresion de HSP90OAA1 en
los tumores con recaida y en los localizados en el lado izquierdo (Figura 68). Estos
resultados se mantiene en el andlisis de expresion de HSP9OAAT1 en funcion de
lateralidad y recaida y lo postulan como un posible biomarcador.
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Figura 68. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina HSP90AA1 a partir
de las areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida, B) en funcion de la
lateralidad y C) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde
al valor del area obtenida en el analisis SWATH-MS para HSP90AA1 en una muestra.
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HSP90B1: La proteina de choque térmico HSP 90-beta, también Ilamada
HSP90beta, es una proteina que en humanos esta codificada por el gen HSP90ABI.
Es una chaperona que promueve la maduracion, el mantenimiento estructural y la
regulacion adecuada de proteinas diana especificas involucradas en el control del
ciclo celular y la transduccion de sefiales (Chadli et al, 2006; Retzlaff et al, 2009).
En nuestra serie se encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida. No hemos
encontrado una explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

DDOST: La subunidad de 48 kDa de la proteina glicosiltransferasa de dolichil-
difosfooligosacarido es una enzima que en los seres humanos est4 codificada por el
gen DDOST. Esta proteina forma parte del complejo oligosacérido transferasa y esta
implicada en la glicosilacion proteica a nivel del reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). En hepatocarcinomas se ha evidenciado una correlacion entre la mayor
expresion inmunohistoquimica de DDOST, mayor riesgo de progresion tumoral y
peor respuesta a la inmunoterapia (Li et al, 2024). Otro estudio en CC mostré la
menor expresion del gen DDOST se correlacionaba con una peor supervivencia (Hu
et al, 2019). Estos datos concuerdan con los datos de nuestra serie, en donde los
pacientes de peor prondstico presentaban una menor expresion de DDOST,
independientemente de lateralidad (Figura 69). Ademas, existe una mayor expresion
de DDOST en los tumores localizados en el lado derecho.
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Figura 69. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina DDOST a partir de
las areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad
y C) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor
del area obtenida en el analisis SWATH-MS para DDOST en una muestra.
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RPN1: Dolichyl-difosfooligosacarido, la subunidad 1 de la proteina glicosiltransferasa
es una enzima que en humanos esta codificada por el gen RPNI. Este gen codifica la
glucoproteina transmembrana riboforina integral de tipo I que actiia como un armazon
por el que la proteina recién sintetizada pasa de los ribosomas al interior del RER. Esta
proteina forma parte del complejo oligosacarido transferasa (OST). En CC se ha
implicado a RPN1 en fendmenos de progresion a través de su interaccion con la
isoforma de la proteina SIGIRRAE® (Bodaszewska-Lubas et al, 2022). En nuestra serie
RPNI1 se encontrd infraexpresada en el grupo recaida por lo que parece que no
guardaria relacion con dicho mecanismo de accion.

KHSRP: Esta proteina reguladora de empalme tipo KH (“KH-type splicing
regulatory protein”) es una proteina de uniéon a ARN multifuncional codificada por
el gen KHSRP. Esta implicada en una variedad de procesos celulares, incluida la
transcripcion, el empalme alternativo de pre-ARNm y la localizacion del ARNm.
KHSRP esta también implicada en mecanismos de regulacion de ARN y del ADN
(Briata et al, 2016). Como consecuencia, regula funciones como la proliferacion
celular, diferenciacion, metabolismo de lipidos y la regulacion del sistema
inmunitario (Briata et al, 2016). Aunque se le han atribuido distintas funciones en
cancer, un estudio realizado en pacientes con glioblastoma multiforme correlaciond
una menor expresion de esta proteina con un desarrollo multifocal de esta neoplasia
y un peor prondstico (Yang et al, 2013; Boucas et al, 2015). De hecho, el
silenciamiento de la proteina KHSRP se ha correlacionado con fenémenos de TEM
inducida por el factor de crecimiento beta (TGF-beta) y migracion tumoral (Puppo
et al, 2016). En nuestra serie la proteina KHSRP se encuentr6 infraexpresada en los
pacientes con recaida, lo que concuerda con una posible mayor activacion de
factores implicados con fenomenos de migracion. Ademds, se han encontrado
diferencias en cuanto a su lateralidad con un significativo aumento de su expresion
en los tumores del lado derecho (Figura 70).
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Figura 70. Diagrama de cajas que muestra la mayor expresion de KHSRP en carcinomas coldnicos del lado derecho.
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HNRNPH1: La ribonucleoproteina H nuclear heterogénea es una proteina que en
humanos esta codificada por el gen HNRNPH]I. Esta implicada en el splicing del
preRNA, en la estabilizacion y en el transporte de mRNA (Han et al, 2010). Un
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estudio de protedmica compard la expresion HNRNPHI1 en el tejido coldnico normal
frente a tejido tumoral objetivando una menor expresion de esta proteina en el CC
(Krasnov et al, 2009). En nuestra serie HNRNPHI1 se encuentra infraexpresada en
los pacientes con recaida. No hemos encontrado una explicacion en la literatura que
justifique esta asociacion.

e HMGCS2: La 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 2 es una enzima mitocondrial
codificada en humanos por el gen HMGCS2. Cataliza el primer paso irreversible en la
cetogénesis, condensando acetil-CoA en acetoacetil-CoA para formar HMG-CoA, que
es convertido por la HMG-CoA reductasa (HMGCR) en mevalonato (Bouchard et al,
2001). En pacientes con hepatocarcinoma, se ha evidenciado que la supresion de
HMGCS2 disminuye la produccion de cuerpos cetonicos y promueve la proliferacion,
la migracion celular a través de la via c-Myc/cyclinD1, la TEM e inhibe la apoptosis a
través de la via de las caspasas (Wang et al, 2019) (Figura 71). Esta via de accion, ya
se habia postulado como promotora del CC dependiente de la via Myc en otros estudios
(Camarero et al, 2006; Kim et al, 2023). Estos datos apoyan los resultados de nuestra
serie en la que HMGCS2 se encuentr6 infraexpresada en los pacientes con recaida.
Este efecto seria atribuible a la mayor activacion de la TEM y por ello, una mayor
migracion celular. Al evaluar la expresion de HMGCS2 en funcion de su lateralidad,
se observo mayor expresion de HMGCS2 en los tumores localizados en el lado
izquierdo (Figura 72-A). Ademas, se mostrd una diferencia significativa al evaluar los
datos por subgrupos teniendo en cuenta la diferente localizacion tumoral en los
tumores localizados en el lado derecho (Figura 72B). Por este motivo, postulamos a
HMGCS2 como un posible biomarcador de riesgo de recidiva en los tumores
localizados en el lado derecho.
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Figura 71. Representacion esquematica del papel funcional de HMGCS2 y su implicacion en la via MYC en el
desarrollo del hepatocarcinoma. Elaboracion propia basada en el articulo de Wang et al, 2019.
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s obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) lateralidad y B) lateralidad y recaida.

ACAA2: La 3-cetoacil-CoA tiolasa mitocondrial, también conocida como acetil-
coenzima A aciltransferasa 2, es una enzima que en humanos esta codificada por el gen
ACAA2. Estd implicada en la produccion de energia a partir de los 4cidos grasos
catalizando el ultimo paso de la beta-oxidacion mitocondrial. El andlisis de
supervivencia de los pacientes en el conjunto de datos de CC del atlas del genoma del
cancer (TCGA) revel6 que una mayor expresion de ACAA?2 se asocia a mejor prondstico
(Guo et al, 2017). La supresion de ACAA2 en CC se ha correlacionado en diversos
estudios con un peor pronostico, un mayor indice de proliferacioén y el desarrollo de
resistencia a cetuximab (Yuan et al, 2023). Los mecanismos que subyacen a estos
hallazgos probablemente son similares a los descritos para la proteina HMGCS2. Otro
estudio en cancer renal postulo a ACAA2 como un supresor de tumores y se asocié con
una mayor infiltracion inmune y una expresion elevada de PD-1 de las células T CD8+
(Li et al, 2023). De forma coherente con los datos de la literatura, en nuestra serie la
menor expresion de ACAA2 se objetivo en el grupo Recaida (Figura 73A). ACAA2 esta
mas expresada en los tumores del lado derecho donde las diferencias de expresion son
significativas (Figura 73B Y 73C) y se postula como un posible biomarcador.
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Figura 73. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina ACAA2 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) la presencia de recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

ACADVL: La acil-CoA deshidrogenasa mitocondrial especifica de cadena muy
larga es una enzima que en humanos esté codificada por el gen ACADVL. Se trata de
una acil-CoA deshidrogenasa que cataliza el primer paso de la beta-oxidacion
mitocondrial de 4cidos grasos (Aoyama et al, 1995). No se ha descrito su asociacion
con el desarrollo o proliferacion del CC, pero si en otros tumores. Un estudio en
tejidos de cancer de pancreas humano y en modelos murinos evidencié mayor
acumulacién de acidos grasos de cadena larga debido a la infraexpresion de
ACADVL, con una menor activacion de los linfocitos T CD8+ (Manzo et al, 2020).
Estos datos indican una correlacion fuerte entre estas alteraciones mecanismos
metabolicas y la inmunidad antitumoral. Ademas, la infraexpresion ACADVL en
carcinomas adrenocorticales se ha postulado como un marcador diferencial entre
adenomas suprarrenales frente adenocarcinomas suprarrenales (Soon et al, 2008). En
nuestra serie la proteina ACADVL se encontrd infraexpresada en los pacientes con
recaida (Figura 74-A). Estas diferencias fueron mas significativas en los tumores
localizados en el colon derecho, en donde esta via parece mas relevante para su
progresion. No se encontraron diferencias en funcion de la lateralidad (Figura 74- B
y 74-C).

149



SOLEDAD CAMESELLE GARCIA

A ACADVL B
- ACADVL
34
4.05x10 Y 4.001x103
H v 3.001x103-] .
oo . s
2.05%103 . ot J °l
4 it 2.001x103 . o3
o.. . !!: .o : egeltee
e osgese esle $8g08
1 !. 1.001x10° . 38
3 . ..3 3,0 3
/\
5x101 . i 1x100 ) .
> »
G&b db\b O ) @0
& N ¢ ¥
0(“\ ) N
sz
4
N
C ACADVL
6.2x10° v
4.2x103
T v
' L]
2.2x103| S D 1
Se oo ege®
.o Ses® ‘.0.
s oolee .
2x102+ .
. . .
> ® >
Z&a o'b\é Q}gb
& < &
& 5© N &
[ & @ &
& & ¥ N
@ Q @ v
N4 ®
§ P

Figura 74. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina ACADVL a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) la presencia de recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y

recaida.

Se ha encontrado una fuerte asociacion entre las proteinas MPO, AZU1 y CTSG, implicadas
en fenomenos de inmunidad.
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MPO: La mieloperoxidasa es una proteina hemo sintetizada durante la
diferenciacion mieloide que esta codificada por el gen MPO. Constituye el
componente principal de los granulos azuréfilos de los neutréfilos y forma parte del
sistema de defensa de los polimorfonucleares (PMN). La MPO cataliza la produccion
de acidos hipohalosos y 4cido hipocloroso, asi como otros intermediarios toxicos en
situaciones fisiologicas para potenciar la actividad antimicrobiana de los PMN
(Furtmiiller et al, 1998). Se ha propuesto a MPO como un promotor o supresor
tumoral en diferentes tumores (Hagerling et al, 2019; Valadez-Cosmes et al, 2022),
aunque no hemos encontrado datos sobre su implicacién en CC. En nuestra serie
MPO se encontr6 infraexpresada en los pacientes con recaida, lo que postula a MPO
como un posible supresor tumoral. En otros tumores, se han descrito varios
mecanismos que explicarian estos resultados: 1) mayor velocidad de crecimiento
tumoral en melanoma con la infraexpresion o inhibicion de la MPO a través de la
inhibicion secundaria de NF-xB (Liu et al, 2021); 2) propiedades antitumorales de
los PMN a través de la produccion de HOCL por su capacidad de inducir muerte
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celular (Pottgiesser et al, 2015; Jaganjac et a, 2010); y 3) mecanismo inmunitario a
través de la produccion de HOCL que promueve la infiltracion del tejido tumoral por
linfocitos TCD8+, monocitos y PMN (Liu et al, 2021). En nuestra serie se ha
evaluado la expresion de MPO en funcion de la lateralidad pero no se encontraron
diferencias significativas. Sin embargo, su posible papel como biomarcador
pronostico parece mas relevante en los tumores localizados en el lado derecho en
donde las diferencias son mas significativas al evaluar los resultados teniendo en
cuenta la lateralidad (Figura 75).
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Figura 75. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina MPO a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) lateralidad y B) lateralidad y recaida.

AZU1: La azurocidina, también conocida como proteina antimicrobiana catidnica
CAP37 o proteina de uniéon a heparina, es una proteina que en humanos estd
codificada por el gen AZUI. Esta proteina se ha correlacionado con mecanismos
inhibidores de la proliferacion a través de la via de las caspasas en cancer de mama
triple negativo (Lei et al, 2023). También se ha correlacionado una mayor expresion
de AZU1 con mayor sensibilidad a la inmunoterapia en pacientes con cancer de
cérvix (Liu et el, 2022). Aunque no se ha establecido su papel en el CC todos estos
datos apoyan los resultados obtenidos en nuestra serie. En el analisis por lateralidad
objetivamos una mayor expresion de AZU1 en los tumores localizados en el lado
derecho. En el anélisis por subgrupos en funcion de lateralidad existe una tendencia
a una menor expresion de AZU1 en el grupo Recaida aunque esta no es significativa
(Figura 76).
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Figura 76. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina AZU1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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CTSG: La catepsina G es una proteina que en humanos esta codificada por el gen
CTSG. Es una de las tres serina proteasas de la familia de las quimotripsinas que se
almacenan en los granulos azuréfilos de los PMN y también es miembro de la familia
de proteinas peptidasa S1. Un estudio realizado en CC ha relacionado una menor
expresion de CTSG con estadios mas avanzados y peor prondstico. En este estudio
se ha postulado la actividad de CTSG como un gen supresor a través de la via
AKT/mTOR/BCL2 (Chan et al, 2023) (Figura 77). Estos resultados se corresponden
con los datos obtenidos en nuestra serie donde se encontré una menor expresion de
CTSG en los tumores de pacientes con recaida independientemente de la lateralidad.
Ademas, se identificé una mayor expresion de CTGS en los tumores localizados en
el lado derecho (Figura 78).
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PROLIFERACION APOPTOSIS

Figura 77. Representacion esquematica del papel funcional de CTSG sobre la via de AKT/mTOR. Elaboracion
propia.
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Figura 78. Diagrama de cajas que muestra la comparativa de la expresion de la proteina CTSG a partir de
las areas obtenidas en el SWATH-MS por: A) la presencia o ausencia de recaida, B) en funcion de la lateralidad
y C) la presencia o no de recaida en funcion de la lateralidad. Cada uno de los puntos corresponde al valor
del area obtenida en el analisis SWATH-MS para CTSG en una muestra.
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CLUSTER 4: El cluster 4 esta formado por proteinas implicadas en el transporte, formacion
y eliminacion de vesiculas en el aparato de Golgi.

e COPA: La subunidad alfa del coatomero es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen COPA. Esta proteina esta implicada en el transporte retrogrado
de vesiculas entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. El déficit de esta
proteina se ha asociado con la sobreexpresion de STING y una mayor activacion de
la via del IFN (relacionado con fenémenos de inmunidad innata) (Figura 79) (Steiner
et al, 2022). En nuestra serie, COPA se encontr6 infraexpresada en los tumores de
peor prondstico y aumentada en las neoplasias del lado derecho (Figura 80). Estas
diferencias fueron mas marcadas en los tumores localizados en el lado izquierdo.

Aparato de Golgi Aparato de Golgi

COPA COPA
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Figura 79. Representacion esquematica del papel funcional de COPA y su relacion con la expresion de STING.
Elaboracion propia basada en Steiner et al, 2022.

154



A

Resultados y Discusion

copa B
3.5x103 Copa
u 4.001x10%-
2.5%1034 *
3.001x103 v
L3
1.5x103 1 M
E b 2.001x103
LI
[
. o® oo
| . /) 1.001x103- o LR
5x10 2. goes '
o0 ote 802,
T T 1x100 T .I.
O a0 o o
é@&b @&\b & \5\0‘6
(s\\?} § Q?’ \,\/Q
Q'
60
N
C Copa
4.5x103
3.5%10% .
2.5x10% v
.
1.5x103 v
.o o2 "
o
sx102{ | % . .
. . - l'o
T T T T
> >
é\e’b@ @‘37’\80 @“y o’b\b,b
2\ < N &
@ o @ )
& S N &
060 QQ} lee ¢§
£ § N
N4 N4
& &
Q}e W@
< >

Figura 80. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina COPA a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

e COPBI1: La subunidad beta del coatdbmero es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen COPBI. Esta proteina participa en la formacion del complejo
COPI, implicado en el transporte de vesiculas entre el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmico asi como en el procesamiento, actividad y reciclaje endocitico de los
receptores de LDL. Como ya se ha descrito para COPA, estas proteinas estan
implicadas en fendmenos relacionados con la regulacion de la inmunidad innata, lo
que puede explicar que COPB1 tenga una mayor expresion en el lado derecho
(Figura 81-B). La sobreexpresion de la proteina COPBI1 se ha postulado con un
factor de buen pronoéstico en el cancer de esdfago y se asocio con la presencia de
mayor infiltrado linfocitario en el adenocarcinoma géstrico (Chen et al, 2021). Esto
concuerda con los datos de nuestra serie, donde una menor expresion de COPBI1 se
asocio con un mayor riesgo de recaida (Figura 81-A). No se encontraron diferencias
significativas al evaluar los resultados en funcion recaida y lateralidad.
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Figura 81. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina COPB1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) lateralidad y B) lateralidad y recaida.
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COPB2: La subunidad beta del coatdbmero es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen COPB2. Esta proteina participa en la formacion del complejo
COPI, implicado en el transporte de vesiculas entre el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmico (Figura 79) (Feng et al, 2021). Se ha definido como oncogén en
algunos tumores y se ha postulado como factor prondstico negativo en el cancer de
pancreas y en el hepatocarcinoma segin los datos de The Human Protein Atlas.
COPB2 se encuentra sobreexpresada en el CC, tiroides, pulmén y mama (Chen et al,
2021). En nuestra serie, se objetivo una menor expresion de COPB2 en los pacientes
con recaida. No hemos encontrado una explicacion en la literatura acerca del
mecanismo que justifique esta asociacion.

SLC25AS: La translocasa 2 de ADP/ATP es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen SLC2545 localizado en el cromosoma X. SLC25A5 funciona
como un intercambiador de ADP/ATP entre la matriz mitocondrial y el citoplasma
(Namba et al, 2020). Un andlisis bioinformatico basado en muestras de The Cancer
Genome Atlas identifico una expresion diferencial de SLC25A5 en CC. Esté proteina
estaba globalmente infraexpresada. La sobreexpresion de SLC25A5 se relacion6 con
una mayor supervivencia y una mayor expresion de firmas relacionadas con la via de
la muerte celular programada a través de la inhibicion de la via de las MAPK (Chen
et al, 2022; Li et al, 2023). Esto concuerda con los datos de nuestra serie, en donde
la menor expresion de SLC25A5 se asocid con peor prondstico. En cuanto a su
lateralidad, se objetivd una mayor expresion de SLC25AS5 en los tumores localizados
en el lado derecho (Figura 82).
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Figura 82. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina SLC25A5 a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS en funcion de la lateralidad.

ARF1: El factor 1 de ribosilacion de ADP es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen ARF1. Modula la eliminacion y formacion de vesiculas en el
aparato de Golgi. La hidrdlisis del GTP unido a ARF1, que estd mediada por
proteinas ARFGAP, es necesaria para la disociacion de las proteinas de la cubierta
de las membranas y vesiculas de Golgi (Tanigawa et al, 1993). Un tnico estudio en
CC sugiere que una mayor expresion de ARF1 podria relacionarse con peor
prondstico (Hu et al, 2021). Sin embargo, estos datos no se confirman en nuestra
serie.

CYCS: El citocromo C es una proteina pequefia, que funciona como transportador
electronico mitocondrial entre los complejos respiratorios Il y IV y también como
un mediador de la apoptosis a través de su union a Apaf-1 y la consecuente activacion
de la via de las caspasas (Klick et al, 1997). En base a esto, se ha analizado la
implicacion del citocromo C en la proliferacion celular visualizando un incremento
en la tasa de apoptosis en los tejidos que muestran una sobreexpresion de CYCS (Liu
et al, 2019). Varios estudios han analizado los niveles séricos de citocromo C en
pacientes con cancer y pacientes sanos. Se han objetivado unos niveles inferiores de
CYCS en los pacientes con cancer (Barczyk et al, 2005). La baja expresion de CYCS
se asocidé a una menor supervivencia y su incremento a una mayor respuesta al
tratamiento (Javid et al, 2015). Esto concuerda con los datos de nuestra serie, en
donde la menor expresion de CYCS se asocid con un peor prondstico.

EPRS: La aminoacil-tRNA sintetasa bifuncional es una enzima que en humanos esta
codificada por el gen EPRS. Se trata de una proteina multifuncional que forma
principalmente parte del complejo multienzimatico aminoacil-ARNt sintetasa,
también conocido como complejo multisintetasa. ERPS cataliza la unién del
aminodcido afin al ARNt correspondiente (Cerini et al, 1991). En nuestra serie EPRS
se encontrd infraexpresada en los pacientes con recaida.

TARS: La treonil-tRNA sintetasa citoplasmica es una enzima que en humanos esta
codificada por el gen TARSI. Esta proteina se encarga de catalizar la union de
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treonina al ARN transferente (Fang et al, 2015). En nuestra serie TARS se encontro
infraexpresada en los pacientes con recaida. No se ha descrito ninguna asociacion
entre sus niveles de expresion y el riesgo de progresion en CC.

QARS: La glutaminil-tRNA sintetasa es una enzima que en humanos esta codificada
por el gen QARS. En nuestra serie se encontrd infraexpresada en los pacientes con
recaida. No se ha descrito ninguna asociacion entre sus niveles de expresion y el
riesgo de progresion en CC.

FARSB: La cadena beta de la fenilalanil-tRNA sintetasa es una enzima que en
humanos estd codificada por el gen FARSB. En nuestra serie se encontrd
infraexpresada en los pacientes con recaida. No se ha descrito ninguna asociacion
entre sus niveles de expresion y el riesgo de progresion en CC.

CLUSTER 5: El cluster 5 esta formado por proteinas implicadas en el procesamiento del
RNA y en la oxidacion del alcohol.
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PARP1: La PARPI es el miembro mas abundante de una superfamilia proteica de
18 miembros denominada Familia PARP y estd codificada en humanos por el gen
PARPI. Es una Poli-ADP-ribosiltransferasa que media la poli-ADP-ribosilacion de
proteinas y desempefia un papel clave en la reparacion del ADN (Maruyama et al,
2007; Ahel et al, 2008). Un estudio en lineas celulares de CC, ha relacionado un
mayor indice de proliferacion con la inhibicion de la via p5S3/SIRT6/PARP1 mediada
por AKT al verse inhibido uno de los principales puntos de control (Zhang et al,
2022). Otro estudio evidencid que la administracién de un carcinogeno (AOM) en
ratones que tienen inactivados los 2 alelos de PARP1 desarrollaban un mayor
porcentaje de tumores de colon y mayor diseminacion hepatica frente a los que lo
tenian conservado; probablemente a través de la via WNT/beta-catenina (Nozaki et
al, 2003). Estos hallazgos concuerdan con los datos obtenidos en nuestra serie y
postulan PARP1 como un posible biomarcador de mal pronostico. En nuestra serie,
se evalud la expresion de PARP1 en funcion de la lateralidad y se objetivo una mayor
expresion de PARP1 en los tumores localizados en el lado izquierdo (Figura 83-A).
Al evaluar la expresion de la recaida en funcion de la lateralidad, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos aunque si una tendencia
a una mayor expresion en el grupo Recaida en los tumores localizados en el lado
izquierdo (Figura 83-B).
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Figura 83. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina PARP1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) lateralidad y B) lateralidad y recaida.

e HA4C6: Se trata de una proteina histona codificada por el gen H4C6. Las histonas son
proteinas que forman parte de la cromatina y que estan implicadas en el
empaquetamiento y expresion génica del ADN (Grady et al, 2021). En CC varios
estudios han postulado la expresion de estas proteinas como posibles biomarcadores.
Se ha reportado una menor expresion de las histonas 4 y 3 en el suero de pacientes
con CC frente a pacientes sanos con lesiones premalignas (Ozgiir et al, 2019;
Leszinski et al, 2012). Esta ultima también se ha relacionado con un peor pronostico.
En nuestro estudio, la proteina H4C6 aparece infraexpresada en los pacientes con
peor pronostico, lo que la postula como un posible biomarcador de mal prondstico
(Figura 84A). Estos resultados se mantienen al analizar los datos de H4C6 en funcion
de la lateralidad (Figura 84C). Se objetivd una mayor expresion H4C6 en las
neoplasias del lado derecho (Figura 84-B).
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Figura 84. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina H4C6 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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XRCC5: Ku80 es una proteina codificada en humanos por el gen XRCC5. Ku80 y
Ku70 conforman un heterodimero denominado proteina Ku, que se une a los
extremos de la doble hebra de ADN que ha sufrido un corte, siendo necesaria para el
proceso de recombinacion no homologa durante la reparacion del ADN (Tuteja et al,
1994; Walker et al, 2001). Un anélisis multiomico sobre el papel de siete genes
(XRCC5, XRCC6, PRKDC, LIG4, XRCC4, NHEJ1, PAXX) implicados en la via de
recombinacion no homologa en CC no encontré diferencias en la expresion de
XRCCS en funcion del estadiaje, aunque una menor expresion de XRCCS5 se asocio
a la presencia de mutacion en BRAF (Arora et al, 2020). En nuestra serie XRCC5
aparece infraexpresada en los pacientes con peor prondstico (Figura 85-A) y en los
tumores del lado izquierdo (Figura 85-B). Estos hallazgos se mantienen en el anélisis
realizado en funcion de la lateralidad (Figura 85-C) lo que la postula a XRCCS5 como
un posible biomarcador.
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Figura 85. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina XRCC5 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

e DHXO9: La helicasa A de ARN, dependiente de ATP es una enzima que en los
humanos esta codificada por el gen DHX9 (Zhang et al, 1997; Aratani et al, 2001).
El papel de DHX9 en el cancer ha sido muy discutido pues se ha descrito como
oncoproteina y como proteina supresora de tumores. Se ha propuesto que su papel
como supresor tumoral seria a través de su interaccion con pl6 y BRCA1 (Anderson
et al, 1998; Myohénen et al, 2001). En nuestra serie DHX9 aparece infraexpresada
en los pacientes con un peor prondstico y aumentada en los tumores del lado derecho
de manera significativa. Sin embargo, al analizar la expresion de DHX9 en funcion
de su lateralidad y recaida estas diferencias se mantienen de manera significativa en
los tumores localizados en el lado derecho (Figura 86).
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Figura 86. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina DHX9 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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DDX39B: La ARN helicasa BAT1 del empalmeosoma es una enzima que en
humanos esta codificada por el gen BAT!. Este gen codifica un miembro de la familia
DEAD box de ATPasas dependientes de ARN que median la hidrdlisis de ATP
durante el corte y empalme previo al ARNm (Luo et al, 2001; Shi et al, 2004). En
nuestra serie DDX39B aparece infraexpresada en los pacientes con un peor
pronostico. No se identificaron diferencias significativas en cuanto a su expresion en
el andlisis de lateralidad (Figura 87).
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Figura 87. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina DDX39B a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

AKRI1AT1: La aldehido-reductasa EC 1.1.1.2 en humanos esta codificada por el gen
AKRIA. Esta enzima cataliza la reaccion de oxidacion de un alcohol a un aldehido.
Esta proteina se encuentra expresada principalmente en cerebro, rifion, higado e
intestino delgado (O’Connor et al, 1999). El aumento de expresion de AKR1ALI se
ha relacionado con la presencia de cardiotoxicidad, resistencia a antraciclinas en
varios estudios (Plebuch et al, 2007) y aunque con menor evidencia, con una mayor
resistencia al irinotecan (Peng et al, 2010). En nuestra serie, la proteina AKR1A1 se
encuentra infraexpresada en los pacientes con recaida y en los tumores del lado
izquierdo. Al analizar los datos teniendo en cuenta la lateralidad, la infraexpresion
de AKR1A1 podria postularse como un marcador de mal pronéstico sobre todo en
los tumores del lado derecho (Figura 88).
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Figura 88. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina AKR1A1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida y B) lateralidad y recaida.

e ALDH2: La aldehido deshidrogenasa 2 es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen ALDH?2. Esta enzima es la responsable de eliminar aldehidos
toxicos catalizando su oxidacion. Las mutaciones en la ALDH?2 se han relacionado
con una mayor acumulacion de acetaldehido (AA) debido a una menor
metabolizacion del etanol (Figura 89). Estas mutaciones se encuentran hasta en un
40% de la poblacion asiatica (Seitz et al, 2001). La acumulacion de AA interfiere en
mecanismos de sintesis y reparacion del ADN y produce una acumulacion de
reactantes de oxigeno. También se ha relacionado la menor expresion de ALDHI
con una disfuncion del sistema inmune (Zhang et al, 2021). Por ello, el déficit o la
infraexpresion de ALDH2 se asocia con un aumento del riesgo de multiples
neoplasias como el cancer de laringe, el hepatocarcinoma o el CC entre otros (Seitz
et al, 2010). La infraexpresion de ALDH2 se ha relacionado con un peor prondstico
en el cancer de es6fago, gastrico, colon, cabeza y cuello y hepatocarcinoma (Yu et
al, 2018; Tsai et al, 2014; Yang et al, 2009). Dichos resultados concuerdan con los
datos obtenidos en nuestra serie, en donde se ha objetivado un mayor riesgo de
recaida en los tumores con menor expresion de ALDH2. Las diferencias en la
expresion de ALDH2 son mas marcadas en los tumores localizados en el lado
derecho (Figura 90).
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Figura 89. Representacion esquematica de los mecanismos implicados en la acumulacion de acetaldehido y

su interaccion a nivel del ADN. Elaboracion propia.
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Figura 90. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina ALDH2 a partir de las areas

obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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e CBRI: La carbonil reductasa 1, también conocida como CBR1, es una enzima que
en humanos esta codificada por el gen CBRI. Se encarga de catalizar la reduccion de
muchos compuestos mediante el uso de la actividad oxidorreductasa dependiente de
NADPH. La infraexpresion de CBR1 se ha relacionado con un peor pronostico en
pacientes con cancer de endometrio. Se ha postulado que la supresion de CBR1
produce una menor expresion de la E-cadherina favoreciendo la diseminacion
tumoral a través de la TEM (Murakami et a, 2012; Yun et al, 2020). En cancer de
ovario se ha postulado a CBR1 como un supresor tumoral a través del control de la
apoptosis mediado por la via de las caspasas a través de su union a TNFR1 (Miura
et al, 2015). Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos en nuestra serie en
donde se ha objetivado un mayor riesgo de recaida en los tumores con una menor
expresion de CBR1. También se analizd resultado en funcion de lateralidad
objetivando una mayor expresion de CBR1 en los tumores del lado derecho donde
las diferencias eran mas significativas (Figura 91).
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Figura 91. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina CBR1 a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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CLUSTER 6: El cluster 6 esta formado por proteinas que median fenémenos relacionados
con la coagulacion.

HPX: La hemopexina es una proteina plasmatica que en humanos esta codificada
por el gen HPX. Se encarga de transportar y eliminar el grupo hemo del plasma.
Varios estudios han analizado el papel de HPX en distintos tumores postulandose
como un posible propomotor/supresor tumoral (Fiorito et al, 2022). En este sentido,
varios estudios apoyan el papel del grupo hemo como promotor de la carcinogénesis
a través de su unién al promotor de cMyc y de su accidn sobre otros genes clave en
la progresion tumoral como BCL2, Wnt y TGFb (Brooks et al, 2010; Canesin et al,
2021) (Figura 92). De esta forma, la hemopexina al eliminar los grupos hemos a nivel
plasmatico, limitaria la progresion celular (Canesin et al, 2020). Teniendo esto en
cuenta, la disminucion de la HPX se podria considerar un indicador de mal
prondstico como ocurre en nuestra serie (Figura 93A). En el andlisis por lateralidad
vemos como existe una tendencia no significativa a una mayor expresion de HPX en
los tumores localizados en el lado izquierdo (Figura 91B). Al analizar la expresion
de HPX teniendo en cuenta la lateralidad y recaida estas diferencias son mas
marcadas en el lado derecho postuldndose como un posible biomarcador en dicha
localizacion (Figura 93C).
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Figura 92. Representacion esquematica del papel del grupo hemo como promotor de la carcinogénesis. Con

permiso de Canesin et al, 2021.
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Figura 93. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina HPX a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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HP: La haptoglobina es una glucoproteina que en humanos esta codificada por el
gen HP. Su funcion bioldgica principal radica en su uniéon no covalente a la
hemoglobina libre para formar un complejo que sera posteriormente aclarado por el
sistema reticuloendotelial y de esta forma evitar el dafio renal (Fasano et al, 2011).
Un estudio analiz6 la expresion en suero de esta proteina en pacientes con CC,
polipos y pacientes sanos. Se encontrd una mayor concentracion de HP en los
pacientes con CC y con neoplasias més avanzadas (Niu et al, 2022). En pacientes
con hepatocarcinoma, se encontraron datos contradictorios. Se encontré una mayor
expresion de HP en los pacientes con hepatocarcinomas con mayor grado de
diferenciacion y mejor pronostico (Tai et al, 2017). Sin embargo, teniendo en cuenta
su funcion bioldgica, es posible que su infraexpresion produzca una acumulacion de
grupos hemo, posible promotor de la carcinogénesis a través de su union al promotor
de cMyc. En nuestra serie, HP se encontrd infraexpresada en los pacientes con
recaida.

C1QBP: La proteina de unién al subcomponente Q mitocondrial es una proteina que
en humanos estd codificada por el gen C/QBP. Es una proteina involucrada en
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procesos de inflamacion e infeccion, biogénesis de ribosomas, sintesis de proteinas
en mitocondrias, regulacion de la apoptosis, regulacion transcripcional y splicing de
pre-ARNm (Feichtinger et al, 2017). CIQBP se ha visto implicada en fenomenos de
progresion tumoral y se ha correlacionado con un peor prondstico en multiples
tumores a través la regulacion del microambiente tumoral y el metabolismo
mitocondrial (Wang et al, 2022). En nuestra serie, CIQBP se encontro
infraexpresada en los tumores con recaida. Se evalud su expresion en funcion de la
lateralidad y se objetivo una mayor expresion de C1QBP en los tumores localizados
en el lado izquierdo (Figura 94).
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Figura 94. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina C1QBP a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

SERPINGT: El inhibidor de C1 es un inhibidor de proteasa multiespecifico que en
humanos esta codificado por el gen SERPING . Tiene un papel clave en la regulacion
de las enzimas del sistema de complemento, el sistema de coagulacion a través del
control de su via intrinseca, el sistema fibronolitico y el sistema formador de quinina
(Aulak, et al 1993). Se ha postulado a SERPING1 como promotor y supresor del
crecimiento tumoral. Su papel como supresor tumoral es el mas establecido a través
de promocion de la respuesta inmune antitumoral mediada por la activacion del
complemento. Sin embargo, la activacion del complemento con la generacién de
anafilatoxinas C5a también promueve la tumorogénesis en condiciones inflamatorias
(Madimi et al, 2017). Aunque su actividad en CC no estd definida, varios estudios
han relacionado una menor expresion de SERPINGI1 con un peor prondstico en
pacientes con cancer de prostata (Peng et al, 2018) y carcinoma epidermoide de
pulmon (O-Charoenrat et al, 2004). Estos resultados concuerdan con los datos
obtenidos en nuestra serie en donde se ha objetivado un mayor riesgo de recaida en
los tumores con menor expresion de SERPINGI independientemente de la
lateralidad. Ademas, se objetivo una mayor expresion de SERPING1 en los tumores
localizados en el lado derecho (Figura 95).
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Figura 95. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina SERPING1 a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.
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KNGT1: El quininégeno 1 también conocido como inhibidor de proteinasa alfa-2-tiol,
factor de Williams-Fitzgerald-Flaujeac o factor de calicreina HMWK, es una proteina
que en humanos esta codificada por el gen KNGI. Esta proteina desempefia un papel
clave en la via intrinseca de la coagulacion e inhibe la agregacion plaquetaria inducida
por trombina y plasmina. La sobreexpresion de KNGI se ha relacionado con una
mayor apoptosis de las células endoteliales, menor angiogénesis y menor indice de
proliferacion celular (Abdullah-Soheimi et al, 2010). Otro estudio relaciond la mayor
expresion de KNG1 con la inactivacion de PI3K y un aumento de expresion de las
caspasas 3y 9 (Xu et al, 2018). También se ha evaluado el papel de KNG1 como un
posible biomarcador de CCR en suero. No se identificaron diferencias en cuanto a la
concentracion de KNG entre los pacientes con adenomas de colon avanzados y CCR.
Un subanalisis evalud la supervivencia de pacientes con CCR en funcién de los niveles
del quinindgeno 1 en sangre sin objetivarse diferencias (Wang et al, 2013). En nuestra
serie, KNGI se encontr6 infraexpresada en los tumores de peor prondstico lo que
concuerda con los mecanismos descritos en otros tumores. Sin embargo, estas
diferencias solo se mantienen significativas en los tumores localizados en el lado
derecho, donde ademas, KNG1 se encuentra mas expresada (Figura 96). En nuestra
opinion, este es el primer estudio que postula esta proteina como un posible
biomarcador en CC localizado en el lado derecho.
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Figura 96. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina SERPING1 a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

El fibrindgeno es una proteina formada por tres cadenas: la cadena gamma, la cadena
alfa y la cadena beta. En nuestra serie, las tres cadenas se encontraron infraexpresadas en los
pacientes con recaida de manera significativa. Estas 3 cadenas junto con la antitrombina III
forman parte de la via extrinseca de la coagulacion (Figura 98):
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Figura 97. Representacion esquematica de la cascada de la coagulacion. Elaboracion propia.
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FGA: Un estudio evalu6 la expresion plasmatica de la cadena alfa del
fibrindgeno en paciente sanos, con adenomas y con CCR. Se encontraron unos
niveles mas elevados de FGA en la sangre de los pacientes con adenomas y de
los pacientes con CCR (Zhen et al, 2020) pero no se encontraron diferencias
significativas a nivel prondstico. Otro estudio, analizé la funciéon de FGA en
tejidos y lineas celulares de cancer géstrico; se postuld FGA como un supresor
tumoral a través de la inhibicion de ITGAS y de la via de FAK/ERK (Liu et al,
2022). También se ha analizado su papel en cancer de pulmoén como un posible
supresor tumoral a través de su interaccion con la via de AKT-mTOR (Wang
et al, 2020). En nuestra serie FGA se encuentré infraexpresada en los tumores
con recaida.

FGG: Se ha relacionado una mayor expresion de la cadena gamma del
fibrindgeno con una funcion inhibidora del crecimiento tumoral. De hecho,
estudios realizados in vitro en lineas celulares de CC que secretan fragmentos
de fibrindgeno crecen mas lentamente (Shi et al, 2009). No hemos encontrado
una explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

FGB: Un estudio evalud la concentracion de la cadena beta del fibrindgeno en
pacientes con cancer gastrico sin encontrar diferencias significativas en su
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concentracion en aquellas neoplasias més avanzadas (Repetto et al, 2018). No
se ha descrito su asociacion con el desarrollo de otras neoplasias ni hemos
encontrado una explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

SERPINCI1: La antitrombina III tiene un papel clave en la cascada de la
coagulacion a través de su interaccion con el factor Xla, Xa, [Xa y la trombina.
(Szabo et al, 2005; Corral et al, 2004). Su papel como supresor de tumores se ha
definido tanto en cancer de nasofaringe (Xu et al, 2019) como en el
hepatocarcinoma. Se ha propuesto a SERPINC1 como un inductor de la
apoptosis celular a través de la sobreexpresion de BAX y la inhibicion de BCL2
y la survivina. Ademas, se ha descrito su papel a nivel inmunitario como
inhibidor de los macrofagos tipo 2 (Xu et al, 2021). Otro estudio también
describié una menor expresion de SERPINCI asociada a mayor riesgo de
metastasis hepaticas en pacientes con CC (Kumar et al, 1978). Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos en nuestra serie. Se objetivo una menor
expresion de SERPINCI en los tumores con recaida y en los tumores de lado
derecho en donde las diferencias eran mas significativas (Figura 98).
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Figura 98. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina SERPINC1 a partir de las
areas obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) la presencia de recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y

recaida.
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F9: El factor IX es una proteina plasmatica dependiente de la vitamina K que
participa en la via intrinseca de la coagulacion sanguinea al convertir el factor X a su
forma activa en presencia de iones Ca?", fosfolipidos y factor VIIIa (Rawala-Sheikh
et al, 1992). El papel de F9 mas alla de su participacion en la coagulacion no esta
claro. Un articulo postuldé F9 como un posible punto de control de la migracion y
adhesion celular en experimentos in vitro. La activacion de la cascada de la
coagulacion y por lo tanto, su paso a una forma activa, promoveria la migracién
celular y disminuiria la adhesion celular (Kitano et al, 2015). En nuestra serie F9 se
encontrd infraexpresada en los pacientes con recaida. Sin embargo, no hemos
encontrado una explicacion en la literatura que justifique esta asociacion.

APOH: La B2GPI es una proteina Unica capaz de regular las cascadas tanto del
complemento como de la coagulacion (McDonnell et al, 2020). Algunos estudios han
demostrado que la P2-GPI suprime la migracion y proliferacion de células
endoteliales, asi como la angiogénesis inducida por el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) a través de la via de senalizacion
VEGFR2/ERK/Akt/eNOS (Chiu et al, 2016; Sun et al, 2021). De hecho, un estudio
realizado en tejidos de tumores de cdncer de mama mostr6 una correlacion negativa
de APOH con la supervivencia global y la supervivencia libre de progresion (Lee et
al, 2023). En nuestra seriec APOH se encontrd infraexpresada en los tumores con
recaida independientemente de la lateralidad y sobreexpresada en los tumores
localizados en el lado derecho (Figura 99). Esto concuerda con los datos de la
literatura y lo postula como un posible biomarcador.
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Figura 99. Diagrama de cajas que muestra la expresion diferencial de la proteina APOH a partir de las areas
obtenidas en el SWATH-MS en funcion de: A) la presencia de recaida, B) lateralidad y C) lateralidad y recaida.

174



Resultados y Discusion

e APOB: La apolipoproteina B, también llamada ApoB, es una proteina que tiene una

importante funcion en el metabolismo de los lipidos. Apo B-100 funciona como una
senal de reconocimiento para la union celular y la internalizacion de particulas de
LDL por el receptor apoB/E. Aunque se ha postulado el incremento de expresion de
APOB con un aumento de riesgo de desarrollo de CCR (Kudriavtseva et al, 1979),
un estudio prospectivo durante 10 afios no encontrd una asociacion entre APOB y el
riesgo de CCR tras ajustar los resultados en funcion de IMC de los pacientes (Fang
et al, 2021). Otro estudio objetivé niveles inferiores de APOB en suero de pacientes
con CCR frente a los controles sanos (Al-Sakkaf et al, 1989). En nuestra serie, los
pacientes con recaida tenian niveles inferiores de APOB. Sin embargo, no se han
recogido los datos de IMC para determinar si existe un sesgo de asociacion.

Tabla 25. Resumen del analisis de las proteinas significativamente infraexpresadas en el grupo

Recaida

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Cluster 4

Cluster 5

Cluster 6

EEF1D, EEF1G, EEF2, TUMF, FAU,
RPL10A, RPL14, RPL35, RPS17, RPL4,
RPS11, RPS3, RPS13, RPS23, RACK1,
EIF4A1, EIF2S1, EIF3B, ATP5F1C,
ATP5F1B, MT-ATP6

TKT, ALDOC, LDHA, C8G, C9, GSTO1,
PRDX6, GSS

HMGCS2, ACAA2, ACADVL, MPO, AZU1,
CTSG, A2M, HSPA5, HSPA8, HSP90AB1,
HSP90AA1, HSP90B1, DDOST, RPN1,
KHSRP, HNRP1, ENO1

TARS1, EPRS1, FARSB, QARS1, COPB2,
COPA, COPB1, ARF1, SLC25A5, CYCS

DHX9, PARP1, DDX39B, H4Cé6, XRCC5,
AKR1A1, CBR1 y ALDH2

SERPING1, C1QBP, KNG1, FGG, FGA, FGB,

SERPINC1, APOH, APOB, F9, HP y HPX

Sintesis proteica

Metabolismo de las células tumorales y
activacion del complemento.

Regulacion del sistema inmune, beta-oxidacion
mitocondrial y plegamiento y procesamiento de
proteinas en el reticulo endoplasmatico.

Catalisis del ARNt, transporte, formacion y
eliminacion de vesiculas en el aparato de Golgi,
respiracion mitocondrial y muerte celular
programada.

Procesamiento del ARN y oxidacion del alcohol.

Coagulacion

En negrita se resaltan aquellas proteinas que se postulan como posibles biomarcadores.
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4.2. Analisis cualitativo

Se realiz6 un analisis cualitativo para evaluar la expresion diferencial de las proteinas
en los 2 grupos analizados mediante Scaffold. Se compararon las 1067 proteinas
identificadas con menos del 1% de error (FDR<1%) en el grupo Sin recaida con las 1321
proteinas obtenidas en el grupo Recaida (Figura 100) con menos del 1% de error (FDR<1%).
Los resultados mostraron 1019 proteinas comunes en ambos grupos, donde 48 proteinas son
exclusivas del grupo Sin recaida y 302 del grupo Recaida.

SIN RECAIDA 1019 RECAIDA
48 302

Figura 100. Diagrama de Venn que compara las proteinas expresadas diferencialmente de forma significativas
(p>o igual de 0.05 y FC > o igual 1.5) entre los grupos Recaida y Sin recaida.

El andlisis funcional de las proteinas exclusivas del grupo Recaida y sin Recaida
mostrd procesos bioldgicos y funciones moleculares alteradas (Figura 100). Entre los
procesos bioldgicos (Figura 101-A) en los que mas participan las 302 proteinas exclusivas
de recaida se encuentra la division y adhesion celular, regulacion de la transcripcion del
DNA vy transporte de glucosa, entre otras. Sin embargo, en el grupo de 48 proteinas
exclusivas de sin recaida encontramos proteinas relacionadas con la respuesta inmune y la
via de MAPK. De igual forma, el andlisis de las funciones moleculares (Figura 101-B)
mostroé que en el grupo de recaida las proteinas estan relacionadas con la transcripcion y
union a ATP, mientras que en el grupo sin recaida las proteinas que participan principalmente
en la union a iones como el calcio y al RNA.
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Figura 101. Analisis funcional de los procesos bioldgicos mas alterados en ambos grupos de proteinas encontradas exclusivamente en el grupo de Recaida y Sin Recaida
(FunRich) (A). Analisis funcional de las funciones moleculares mas alterados en ambos grupos de proteinas encontradas en el grupo de Recaida y Sin Recaida (FunRich) (B).
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4.2.1. Grupo sin recaida

Se encontraron 48 proteinas expresadas de manera exclusiva en el grupo Sin Recaida.
Estas proteinas fueron: ZC3H1, KERA, M3K9, LFTY1, CREGI1, AKR7A3, HRAS, SLPI,
IGKV1-33, REG1A, REGIB, GSTM1, SAA2, DEFA4, ME2, PSMA2, SAA4, LGALS7,
SLC6AS, BPIFB4, ACTR1A, ABAT, S100A12, TSPY 1, IFITM2, ACY 1, REG3A, LSAMP,
RTN1, LYPDS8, CIBAR2, CADM?2, FBXO30, BPIFB1, PCNP, GGH, ATP6VOA1 SEPTINS,
IMUP, BPIFA1, DDX21, KRT82, CYRIB, ATAD3A, Capsid protein, DUX4, NDRG?2 y
GDA.

Mediante el sofware STRING se evaluaron las interacciones proteicas de las 48
proteinas detectadas de manera exclusiva en el grupo Sin recaida con un intervalo de
confianza de 0,9 (Figura 102). Se evidenci6 que la mayor parte de las proteinas en este grupo
tienen funciones relacionadas con la respuesta inmune.
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Figura 102. Representacion de interacciones de las 48 proteinas presentes de manera exclusiva en el grupo
de pacientes Sin recaida obtenida mediante String. En la tabla se muestran los principales procesos bioldgicos
identificados.

En el andlisis se encontraron 3 clusters principales e independientes entre si, que se
discutirdn a continuacion (Figura 103).
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Figura 103. Representacion de interacciones de las proteinas presentes de manera exclusiva en el grupo de
pacientes Sin recaida obtenida mediante la base de datos String, destacando los 3 clusters principales.

CLUSTER 1: El cluster 1 es el mas grande de todos y estd formado por las proteinas IGKV1-33,
IGKV1D-33, IGHV3-16, HRAS, IGHV-43D y ENSP00000493691 (proteina no caracterizada)
(Figura 104). Las proteinas que forman este kappa de la inmunoglobulina o la IGV1-33 esta
codificada por el gen /IGKVI y son en su mayoria inmunoglobulinas que regulan la respuesta
inmune adaptativa. La region variable 1-33 de la cadena -33 cuya funcion es el reconocimiento de
antigenos (Lefranc, 2014). Esta proteina ha sido evaluada como posible biomarcador
pronostico aunque su papel en el CC no esta claro (Miao et al, 2020; Lin et al, 2020).

IGKV1-33

ENSP00000493691

Figura 104. Representacion de las interacciones de las proteinas del cluster 1 obtenida mediante la base de
datos String.

CLUSTER 2: Este cluster esta formado por 3 proteinas: REG1A o litostatina-1-alfa, REG1B
o litostatina-1-beta y REG3A o proteina 3 alfa regeneradora derivada de los islotes (Figura 102).
Zheng et al. relacionaron los altos niveles de estas proteinas con una menor invasion vascular y
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linfatica tumoral en CC (Zheng et al, 2011). Otro estudio realizado en cancer gastrico describe
el papel supresor tumoral de REG3A a través de su interaccion con DMBT1 (Wag et al, 2021).
Sin embargo, su mecanismo de accion en CC no esté claro y en otros estudios se han postulado
como posibles oncoproteinas (Liu et al, 2015; Minamiya et al, 2008).

REG3A

REGI1A

/REG1B

2o

Figura 105. Representacion de las interacciones de las proteinas del cluster 2 obtenida mediante la base de
datos String.

CLUSTER 3: Este cluster esta constituido por las proteinas SAA2 y SAA4 que muestran
una fuerte interaccion entre ellas (Figura 106). Se trata de lipoproteinas de alta densidad que
actian como reactantes de fase aguda. Se han descrito niveles mas altos de SAA2 en el
plasma de individuos con cancer de pulmon frente a individuos sanos (Sung et al, 2011). No
hemos encontrado en la literatura datos que permitan establecer su papel como posibles
biomarcadores.

Figura 106. Representacion de las interacciones de las proteinas del cluster 3 obtenida mediante la base de
datos String.

OTRAS PROTEINAS: Adicionalmente se realizé una busqueda bibliografica exhaustiva
de las proteinas identificadas en este subgrupo mas alld de los clusters ya descritos. A
continuacion, se presentan las proteinas mas relevantes y que podrian considerase posibles
biomarcadores de riesgo de recidiva.

e MB3KO9: La proteina quinasa quinasa quinasa 9 activada por mitégeno es una enzima
que en humanos estd codificada por el gen MAP3K9. La familia de las quinasas
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activadas por mitogeno o MAPK, estd formada por un grupo de proteinas que
participan en la sefializacién intracelular y estdn involucradas en procesos de
proliferacion, diferenciacion celular, migraciéon y apoptosis (Imajo et al, 2006;
Slattery et al, 2012). La sefializacion intracelular a través de la via de las MAPK tiene
un papel fundamental en el desarrollo de CC (Urosevic et al, 2014). Sin embargo,
esta via incluye muchas proteinas y cada una de ellas tiene diferentes funciones. En
el caso de M3K9, un estudio analizo las implicaciones de las diferentes variantes
alélicas del gen asi como de los SNPs en el CC. Tres SNPs identificados en el gen
MAP3KO9 (rs11625206, rs11628333 and rs11844774) se han correlacionado con el
desarrollo de CC y con fenotipo CIMP + y MSI. Ademas, se han identificado
variantes alélicas del gen que codifica esta proteina asociadas a un menor riesgo de
muerte por CC (Slattery et al, 2012). Estos hallazgos son coherentes con la
utilizacion de esa proteina como un posible biomarcador.

e AKR7A3: El miembro A3 de la familia 7 de la aldoceto reductasa es una proteina
que en humanos esta codificada por el gen AKR7A43. Aunque no se ha encontrado en
la literatura una correlacion entre la expresion de esta proteina con el desarrollo de
CC, si se han analizado sus implicaciones en el desarrollo y progresion en otros
tumores como el cancer de péncreas, hepatocarcinoma o el cancer de mama
(Bodreddigari et al, 2008; Zhao et al, 2024). Se han postulado 2 mecanismos a través
de los cuales AKR7A3 podria actuar como un supresor tumoral mediante:

1) la inhibicion de las vias de sehalizacion mediadas a través de ERK, c-Jun
y NF-xB (Chow et al, 2016).

2) y la inhibicion de PHGDH que forma parte de la via AMPK-Beclinl
implicada en la regulacion de la autofagia (Hua et al, 2023) (Figura 108).

ATG16L1 ATG12

Beniciclinl PI3KC3 ATG5
ATG14
e
‘ ULK1 ‘
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P

Beniciclin1 \ L3l
P
AMPK I

I P Formacion de autofagosomas

e
| PHGDH | l
T METASTASIS

AKR7A3

Figura 107. Diagrama esquematico que representa el mecanismo por el cual AKR7A3 promueve la metastasis
de células de adenocarcinoma ductal pancreatico a través de la diana 3-fosfoglicerato deshidrogenasa de la
autofagia mediada por la via AMPK-Beclin1. Elaboracion propia.

e SLPI: La antileucoproteinasa, también conocida como inhibidor de la proteasa
leucocitaria secretora, es una enzima que en humanos esta codificada por el gen SLPI.
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Esta proteina se produce a nivel del epitelio intestinal sano y se encarga del
mantenimiento de la homeostasis intestinal mediante el control de la respuesta inmune
inflamatoria (Menckeberg et al, 2015). Un estudio reciente de Nugteren et al. evalud
la expresion de esta proteina en CC localizado y sus implicaciones pronodsticas. La
expresion de esta proteina en pacientes con CC estadio I y MSS se asoci6 a una mayor
supervivencia libre de enfermedad en aquellos pacientes que habian recibido
quimioterapia (Nugteren et al, 2022). Estos hallazgos no se confirmaron en los
pacientes MSI ni en aquellos en los que no habian recibido un tratamiento adyuvante
(Nugteren et al, 2022). En este caso, se ha postulado la posible inhibicion de NF-kB
como posible mecanismo de accidon en dicho subgrupo (Rosso et al, 2014). Otro
estudio realizado en hepatocarcinoma, correlaciond altos niveles de SLPI con una
mayor supervivencia a través de la activacion de apoptosis mediada por sensores del
estrés de reticulo endoplasmico (Nugteren et al, 2022). Teniendo en cuenta estos datos,
podemos proponer a SLPI como un posible biomarcador.

GSTMI1: La glutation S-transferasa Mu 1 es una glutation S-transferasa humana que
estd implicada en procesos de proteccion contra el estrés oxidativo producida por
sustancias como las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Strange et al, 2001). Las
ROS tienen un papel fundamental en el dafio celular que promueve el desarrollo
tumoral (Prasad et al, 2017). Esta proteina suele estar infraexpresada en los CC y su
expresion se ha correlacionado con un mayor infiltrado por células inmunitarias, lo
que también se ha asociado con un mejor pronoéstico (Luo et al, 2022). Ademas, un
metaanalisis reciente correlaciono el genotipo nulo de GSTM1 con un incremento de
riesgo de desarrollar CC (Song et al, 2020). Todo ello, postula GSTMI1 no solo como
un posible biomarcador prondstico sino también como predictor de respuesta a
inmunoterapia.

Galectin-7: La galectina-7 es una proteina que en humanos esta codificada por el
gen LGALS7. Las galectinas son una familia de proteinas de uniéon a beta-
galactésidos implicadas en la modulacion de las interacciones célula-célula y célula-
matriz. Se ha correlacionado la expresion de galectina-7 mediada a través de la
inhibicion de EHMT?2 con un mecanismo modulador de la inmunidad en CCR MSS.
Sun et al. demostraron que el aumento de galectina-7, a través de la inhibicion de
EHMT?2, era capaz de transformar un microambiente tumoral inmunosupresor en un
microambiente inflamado y con marcado infiltrado linfocitario T similar al detectado
en pacientes con CC MSI (Sun etl al, 2024). Ademas, también se ha postulado como
una proteina proapoptotica (Kuwabaraet al, 2002). Un estudio realizado en lineas
celulares de CC mostro que la galectina-7 producia un crecimiento mas lento de las
células tumorales (Ueda et al, 2004). Estos hallazgos postulan la proteina galectina-
7 no s6lo como un biomarcador de buen pronostico en CC localizado sino también
como un posible marcador de respuesta a inmunoterapia.
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ABAT: La 4-aminobutirato aminotransferasa o GABA-T es una enzima que cataliza
el paso de 4-aminobutirato (GABA) + 2-oxoglutarato a succinato semialdehido + L-
glutamato (Figura 108). Esta proteina participa en la regulacién de multiples vias
metabolicas. Aunque se desconoce su papel en el CC, se ha postulado como un
posible supresor tumoral en otros tumores. Asi, en el cancer de mama de subtipo
basal, la ausencia de expresion de ABAT se ha asociado a un comportamiento mas
agresivo a través de la activacion de la via Ca*>*-NFAT1 mediada por GABA (Chen
et al, 2019). También se ha correlacionado su ausencia o baja expresion, junto con la
proteina ALDH6A1 en el carcinoma renal de células claras con un peor pronostico y
una mayor agresividad tumoral (Lu et al, 2020) Su presencia de manera exclusiva en
este subgrupo postula a GABA-T como un posible biomarcador de buen prondstico.
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Figura 108. Representacion del metabolismo del GABA. Elaboracion propia.

LSAMP: La proteina de membrana asociada al sistema limbico esta implicada en el
desarrollo axonal y remodelacion de los circuitos maduros del sistema limbico. Se
ha propuesto como una proteina con actividad supresora tumoral en el cancer de
ovario, cancer de pulmoén y osteosarcoma, en los que la ausencia o baja expresion de
esta proteina en el tejido se ha correlacionado con tumores mas agresivos y estadios
mas avanzados (Chang et al, 2021; Bargy et al, 2014). Un estudio de Xu et al. sobre
el papel de LSAMP en céancer de colon detectd que la expresion de LSAMP aumenta
la sensibilidad de las células tumorales del CCR a los linfocitos T CD8+ a través de
la inhibicion de la via Wnt/B-catenina. De hecho, su alta expresion se correlaciond
con una menor incidencia de afectacion ganglionar (Xu et al, 2023).
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RTNI1: Reticulon-1 también conocida como proteina neuroendocrina especifica
(NSP) es una proteina que en los humanos estd codificada por el gen RTNI. Varios
estudios han descrito su actividad pro-apoptdtica a través de la induccion de estrés
sobre el reticulo endoplasmico (Fan et al, 2015; Fazi et al, 2009). Un estudio
realizado en tejido tumoral de pacientes con adenocarcinoma de pulmoén, apoya su
papel como supresor tumoral y relaciona su expresion con un mejor pronostico y un
mayor infiltrado inflamatorio (Zhu et al, 2022). El analisis comparativo de la
expresion génica diferencial entre tejido con CC y tejido coldnico sano realizado por
Lemire et al. evidencié una expresion significativamente mas elevada en el tejido
sano frente a las células tumorales (Lemire et al, 2015).

LYPDS8: La proteina 8 que contiene el dominio Ly6/PLAUR se encarga de prevenir
la invasion por bacterias Gram negativas de la mucosa del epitelio del colon
inhibiendo su motilidad (Okumura et al, 2020). En este sentido, un estudio evalué
las alteraciones producidas en tejido coldnico de ratones LYPDS - y evidenci6 un
mayor riesgo de colitis por un mecanismo de alteracion de la homeostasis colonica 'y
en consecuencia un mayor riesgo de desarrollo de tumores (Okumura et al, 2020).
Xu et al. evaluaron la expresion de esta proteina en tejido de cancer de colon humano
comparado con el tejido sano y teniendo en cuenta el estadiaje tumoral. Los autores
observaron una menor expresion de LYPDS en tejido tumoral y estadios metastasicos
frente al tejido sano o estadios mas precoces. Segun los autores, LYPDS ejerce un
control sobre la proliferacion y migracion de las células tumorales a través de la
inhibicion de la secrecion de IL6 y TNF alfa (Xu et al, 2021).

CADM2: Se trata de una proteina que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y que estd implicada en fenémenos de agregacion celular. Un
estudio de Wang et al. evalud el papel de SADM?2 en CC (Wang et al, 2022). Esta
proteina se encuentra infraexpresada en tejidos de CC, cancer de eso6fago, cancer
renal y otros tumores por lo que se considera un supresor tumoral (Shen et al, 2020;
Wang et al, 2022; He et al, 2013). En tumores gliales su mecanismo de accion se ha
asociado con la alteracion de otras proteinas relacionadas con la transicion del
epitelio-mesénquima (Liu et al, 2019). Dado que en nuestra serie su expresion se
asocia de manera exclusiva a los tumores de los pacientes libres de enfermedad a los
5 afios, hace que postulemos a CADM2 como un posible biomarcador de recaida.

FBXO030: Esta proteina actlia como un supresor de tumores y esta implicada en la
regulacion intracelular de multiples sustratos a través de su ubiquitinacion (Tekcham
et al, 2020). Un estudio en realizado en tejido de carcinoma renal de células claras
ha demostrado que FBXO30 promueve la degradacion HIF 1-alfa a través de la via
ubiquitina-proteosoma y como consecuencia es capaz de inhibir la progresion
tumoral (Yuan et al, 2023). Ademas, la metilacion del gen que codifica esta proteina
determinada por biopsia liquida en pacientes con cancer de prostata se ha asociado
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con neoplasias mas agresivas y una menor superviviencia (Yuan et al, 2023). No
hemos encontrado datos publicados en este sentido en CC. Sin embargo, los datos
aportados de otros tumores postulan a FBXO30 como un posible biomarcador.

GGH: La gamma-glutamil hidrolasa es una enzima que en humanos esta codificada
por el gen GGH. Un estudio sobre 264 muestras de CC analiz6 las diferencias entre
los distintos subtipos metabolicos de CC (quiescente, glucolitico, colesterogénico y
mixto). GGH estaba sobreexpresada en los CC y su mayor expresion se ha
correlacionado con un mayor infiltrado linfocitario T CD4+ y una mayor SG.
Ademas, su aumento de expresion en lineas celulares de CC se ha relacionado con
una disminucién del lactato y ATP intracelular a través de la inhibicion de proteinas
implicadas en la glucolisis como PKM, GLUT1 y LDHA (Chen et al, 2022). Por otra
parte, algunos estudios han correlacionado una sobreexpresion de GGH con una
menor quimiosensibilidad, por lo que es posible que estos pacientes no se
beneficiasen de un tratamiento adyuvante con 5 fluouracilo (Kim et al, 2013).

ATP6VO0AL1: La subunidad alfa isoforma 1 de la ATPasa de protones de tipo V de
116 kDa es una enzima que en humanos esta codificada por el gen ATP6V0A1. Esta
proteina es miembro de las H"-ATP asas vacuolares cuya funcion es la acidificacion
de orgénulos intracelulares. Un estudio de Antonacopoulou et al. evalu6 la expresion
diferencial del mRNA de ATP6VOAL entre el tejido de colon normal y el tejido
tumoral, determinando que la mayor expresion de ATP6VOA1 se asocidé con un
aumento de la supervivencia a los 3 afios (Antonacopoulou et al, 2008). Estos mismos
resultados se han objetivado en casos de carcinoma epidermoide de es6fago (Zhao et
el, 2022).

CYRIB: Se trata de una proteina encargada de la regulacion negativa de RAC1 y la
remodelacion del citoesqueleto (Fort et al, 2018). Tras evaluar los niveles de esta
proteina en lineas celulares de cancer gastrico se encontraron niveles muy bajos de
CYRIB en estos tumores. De hecho, su ausencia se asocid a la activacion de la via
RACI1-STAT3, promoviendo la migracion tumoral, fendmenos de invasion y la
transicion epitelio-mesénquima (Liu et al, 2023) (Figura 109). No hemos encontrado
datos sobre sus implicaciones en CC.
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Figura 109. Representacion esquematica del mecanismo de accion de CYRIB y su interaccion con la via RAC1-
STAT3. Elaboracion propia.
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DUX4: DUX4 es una proteina que actiia como inhibidor directo de CDK1 inhibiendo
la proliferacion celular. Bury et al. evaluaron el papel de esta proteina y su
correlacion con NFE2L3 en la proliferacion celular. NFE2L3 es un factor de
transcripcion regulado por RELA. Su sobreexpresion produce la inhibicion de DUX4
y promueve la progresion tumoral (Figura 110). La sobreexpresion de NFE2L3 es
caracteristicas de los CC sin embargo, vemos que en nuestra serie DUX4 se
encuentra expresada de manera exclusiva en el grupo Sin recaida, lo que apoya su
funcién como posible supresor tumoral y postula a DUX4 como biomarcador (Bury

et al, 2019). No hemos encontrado otros datos acerca del papel de esta proteina en
CC.
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Figura 110. Representacion de grafica del mecanismo de accion de DUX4 tomada con permiso de Canesin et
al, 2021.

e NDRG2: La proteina NDRG2 se considera un supresor tumoral. Su mecanismo de
accion se ha relacionado con la regulacion de la proliferacion celular, fendmenos de
transicion epitelio-mesénquima y control metabolico (Kim et al, 2021). En el CC,
NDRG2 controla la desdiferenciacion y la progresion de las células tumorales a
través de la inhibicion de la via Wnt/B-catenina. Diferentes estudios han evaluado la
correlacion que existe entre esta proteina y la expresion de E-cadherina en tejidos de
CC. NDRQG2 suprime la translocacion nuclear de B-catenina y bloquea la actividad
transcripcional del complejo B-catenina/TCF/LEF en el promotor Skp2, lo que a su
vez aumenta la estabilidad y los niveles de expresion de p21 y p27 a través de la
supresion de Skp2 (Figura 111) (Shen et al, 2018; Kim et al, 2013). Por lo tanto, la
alta expresion de NDRG2 se ha correlacionado con una mayor supervivencia y
estadios mas precoces (Chen et al, 2019).
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Figura 111. Representacion del mecanimos de accion propuesto de NDRG2 y su implicacion en la
diferenciacion tumoral (Shen et al, 2018).

Tabla 26. Resumen del analisis de las proteinas expresadas de manera exclusiva en el grupo Sin

recaida

Cluster 1

Cluster 2
Cluster 3
Otras

proteinas
identificadas

GKV1-33, IGKV1D-33,
IGHV3-16, HRAS, IGHV-
43D, ENSP00000493691

REG1A, REG1B, REG3A
SAA2, SAA4

ZC3H1, KERA, M3K9, LFTY1,
CREG1, AKR7A3, SLPI,
GSTM1, DEFA4, ME2, PSMA2,
LGALS7, SLC6A8, BPIFB4,
ACTR1A, ABAT, S100A12,
TSPY1, IFITM2, ACY1,
LSAMP, RTN1, LYPDS,
CIBAR2, CADM2, FBX030,
BPIFB1, PCNP, GGH,
ATP6VOA1, SEPTIN5, IMUP,
BPIFA1, DDX21, KRT82,
CYRIB, ATAD3A, DUX4,
NDRG2, GDA.

Respuesta inmune.

M3K9: Senalizacion intracelular.

AKR7A3: Inhibicion de las vias ERK, c-Jun y NF-kB y
regulacion de la autofagia.

SLPI, LGALS7, GGH: Respuesta inmune.

GSTM1, RTN1: Estrés oxidativo.

ABAT: Regulacion del metabolismo celular.

LSAMP, LYPD8, CADM2: NDRG2: Adhesion celular y
transicion epitelio-mesénquima.

FBX030: Regulacion de HIF-1.

ATP6VOA1: Acidificacion de organulos intracelulares.
DUX4: Control de ciclo celular.

En negrita se resaltan aquellas proteinas que se postulan como posibles biomarcadores.

4.2.2. Grupo con recaida

En el grupo Recaida se encontraron 302 proteinas expresadas de manera exclusiva.
A partir de la base de datos String se analizaron las interrelaciones de las 302 proteinas
identificadas en este grupo con un intervalo de confianza de 0,9. Se identificaron 31 clusters
independientes entre si (Figura 112). A continuacion se describen los clusters encontrados y
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se discuten las proteinas mas relevantes que, en nuestra opinion, podrian constituir posibles
biomarcadores de riesgo de recidiva.
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Figura 112. Representacion de las interacciones de las proteinas presentes de manera exclusiva en el grupo
de pacientes Recaida obtenida mediante la base de datos String. Se destacan los 31 clusters identificados.

CLUSTER 1: Es el cluster 1 es el mas grande y esta formado por 7 proteinas: EIF5, EIF4H,
EIF4G1, EIF3B, EIF3D, EIF3F y PDCD4 (Figura 113).

Figura 113. Representacion del cluster 1 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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La sintesis de las proteinas es uno de los puntos clave en la regulacion del crecimiento, la
progresion y la diseminacion tumoral. Para ello, son clave los factores de iniciacion de la

traduccion que son proteinas que se unen a la subunidad menor del ribosoma y permiten
iniciar el proceso de traduccion proteica. En este cluster 1 encontramos expresadas de
manera exclusiva las proteinas EIF3b, EIF3D y EIF3F que forman parte del complejo EIF3.
Este complejo participa en la fase de iniciacion de la traduccion de proteinas uniéndose a la
subunidad 40S y permitiendo la incorporacion del mARN y el metionil-tARN. El aumento
de la expresion de estos factores se ha visto relacionada con un peor prondstico en distintas
neoplasias (Dong et al, 2006; Yin et al, 2018).
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EIF3B: La subunidad B del factor 3 de iniciacion de la traduccidn eucaridtica es una
proteina que en humanos esta codificada por el gen E/F3B. Un estudio realizado por
Wang et al. con lineas celulares de CC mostr6é que la inhibicion de la expresion del
gen EIF3B se asociaba a una disminucion en la proliferacion de las células tumorales
(Wang et al, 2012). Su asociacién como proteina promotora del crecimiento tumoral
se ha descrito en muchos otros tumores como el cancer de pancreas, mama, vejiga o
pulmon (Tian et al, 2018; Ren et al, 2021). Aunque el mecanismo de accion no esta
claro, varios estudios han indicado su posible interaccion con la via
PI3K/AKT/mTOR (Wang et al, 2019; Xu et al, 2019) y/o la via Wnt/B-catenina (Li
et al, 2023).

EIF3D: La subunidad D del factor 3 de iniciacion de la traduccion eucariota es una
proteina que en humanos esta codificada por el gen E/F3D. Se ha evaluado el papel
de EIF3D en lineas celulares de CC. Su inhibiciéon se ha asociado con una
disminucion de la proliferacion tumoral y un descenso en los niveles de c-Myc y
ciclina D1 (Du et al, 2018). También se ha detectado una asociacion entre mayor
expresion de esta proteina con una mayor resistencia al tratamiento con 5-Fluouracilo
en CC a través de la sobreexpresion de RYVBLI1; esto podria predecir una menor
eficacia del tratamiento adyuvante en este subgrupo (Li et al, 2023). En el caso de
otras neoplasias, la sobreexpresion de EIF3D también se ha asociado con un peor
pronostico y con neoplasias mas agresivas a través de distintas vias como Wnt/p-
catenina o el control de ciclo mediado por ciclinas (He et al, 2017; Ren et al, 2015).

EIF3F: La subunidad F del factor de iniciacion de la traduccidn eucariota 3 es una
proteina que en los humanos estd codificada por el gen EIF3F. Esta proteina esta
sobreexpresada de manera frecuente en las células tumorales de CC. El mecanismo
que media en la progresion tumoral a través de la via SGOC se ha explicado a través
de su interaccion con la via Wnt/B-catenina y PHGDH (Pan et al, 2023) (Figura 114).



Resultados y Discusion

EGF Wnt
|
LGK-974—]
B-catenin
s e EIF3
L

T497 B

s501 (B

L

¢

g

@ﬁg® NCT-sos——{ EHGRH D

l D000000OTOTUNN0

SGOC pathway Nucleus

Tumorigenesis

Figura 114. Representacion de grafica de las interacciones de la via SGOC y su implicacion en la
tumorogénesis. Imagen tomada con permiso del articulo Pan et al, 2023.

o EIF4G1: El complejo EIF4 formado por las proteinas EIF4G, EIF4A y EIF4E es
clave en el proceso de iniciacion de la traduccion. Permite posicionar al mRNA en
el ribosoma 40S a través de su interaccion con elF3 formando el complejo de
iniciacion 48S activo (Jiménez-Lopez S et al, 2011). El factor de iniciacion de la
traduccion eucariota 4 gamma 1 es una proteina que en humanos esta codificada por
el gen EIF4GI1. Varios estudios han evaluado el papel de esta proteina en CC. Su
papel como oncoproteina parece mediado por multiples vias interrelacionadas entre
si como PI3K/AKT/mTOR (Zhang et al, 2019), Myc (Shen et al, 2018) o Wnt/B-
catenina a través de su interaccion con PPARD, entre otras (Liu et al, 2019) (Figura
115).
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ofand gibtein synthesis

Figura 115. Representacion de esquematica de las vias que median en la progresion e invasion del CCR asi
como sus interacciones. Imagen tomada con permiso del articulo Shen et al, 2018.
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408

EIF4H: El factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4H es una proteina que en
humanos esta codificada por el gen EIF'4H. Esta proteina es un cofactor de EIF4A
que estimula su actividad helicasa promoviendo la traduccion de oncogenes
(Modelska et al, 2015). Su interaccion con EIF4A es mutuamente excluyente con el
otro cofactor EIF4B (Marintchev et al, 2009). EIF4B se encuentra inactivo en
condiciones de hipoxia, acidosis o proliferacion celular incontrolada por un
mecanismo de defosforilacion. Por este motivo, durante el crecimiento tumoral,
donde son frecuentes estas condiciones, EIF4H se encuentra sobreexpresada
(Spriggs et al, 2010). La presencia de esta proteina en este grupo, podria deberse a
un ambiente tumoral mas favorable para las células neoplasicas en este subgrupo.
EIFS5: El factor 5 de iniciacion de la traduccidon eucariota es una proteina que en
humanos estd codificada por el gen EIF5. El estudio de Golob-Schwartz et al.
analiz¢ los niveles de EIF5 mRNA en tejidos de CC teniendo en cuenta su prondstico
y el grado tumoral (bajo o alto). Concluyeron que la expresion de EIFS5 se asocid en
esta serie a una menor SG no significativa. Sin embargo, su inhibicion en lineas
celulares de CC se relacion6 con una disminucién de la velocidad del crecimiento de
las células tumorales (Golob-Schwarzl et al, 2017). Otros estudios realizados en
cancer de pulmoén (Cai et al, 2021) o cancer de mama (Humphries et al, 2017) han
propuesto a EIF5 como un posible marcador de mal prondstico a través de su
interaccion con la via PI3K/AKT/mTOR (Figura 116).
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Figura 116. Esquema sobre el papel EIF1, EIF5 y EIF6 en el CCR. Imagen del articulo CRC. Imagen tomada
con permiso del articulo Golob-Schwarzl et al, 2017.

CLUSTER 2: Este cluster 2 esta formado por 6 proteinas: COX5B, COX6B1, NDUFAA4,
NDUFAS, UQCRQ y CYC (Figura 117). Estas proteinas participan en la fosforilacion
oxidativa cuyo objetivo es la obtencion de energia en forma de ATP a través de la
transferencia de electrones.
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Figura 117. Representacion del cluster 2 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

La fosforilacion oxidativa se debe a la oxidacion de las coenzimas NADH y FADH2
formados durante la glicolisis, degradacion de acidos grados y aminodcidos. Estas
coenzimas seran oxidadas a su paso por la cadena de transporte de electrones o cadena
respiratoria mitocondrial. Esta cadena de electrones esta formada por 4 complejos
(complejos I o NADH-reductasa, complejo II o succinato-reductasa, complejo III o
citocromo-reductasa y complejo IV o citocromo-oxidasa) y dos transportadores moéviles de
electrones (la ubiquinona y el citocromo c¢). En este subgrupo existe una expresion de
proteinas implicadas en esta via, probablemente por la necesidad de una mayor obtencion de
energia para su diseminacion (Balsa et al, 2012).

La proteina NDUFAS forma parte del complejo I o NADH-reductasa de la cadena de
electrones. Las proteinas UQCRQ y CYCI1 forman parte del complejo III o citocromo-
reductasa de la cadena de electrones.

e CYC1: Elcitocromo cl, también conocida como UQCR4, MC3DNG6, es una proteina
que forma parte del complejo III. Su papel como promotor del crecimiento tumoral
se ha descrito en cancer de mama (Han et al, 2016), osteosarcoma (Li et al, 2014) y
en carcinoma epidermoide de cavidad oral (Ramasubramanian et al, 2022). Sin
embargo, existen datos contradictorios en el CCR (Sun et al, 2021) por lo que su
papel como posible biomarcador en este escenario no esta claro.

Las proteinas COX5B, COX6B y NDUFA4 forman parte del complejo IV de la cadena de
electrones. La ultima enzima de la cadena de transporte de electrones estd implicada en la
fosforilacion oxidativa (Sun et al, 2021).

e COXS5B: La subunidad 5B del citocromo ¢ oxidasa mitocondrial es una proteina que
forma parte del complejo de citocromo c oxidasa. El papel de COX5B como
promotor tumoral ha sido ampliamente estudiado en cancer de mama (Gao et al,
2015; Gao et al, 2017). Sin embargo, son escasas las publicaciones que han descrito
su papel en el desarrollo del CCR. Un estudio relaciond los altos niveles de COX5B
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con una menor SG y SLP en CCR. Estas alteraciones se han acompafiado de
variaciones en la expresion de CLDN2 (claudina 2) (Chu et al, 2021). Se propone
por lo tanto a COX5B como un posible biomarcador.

COX6B1: La subunidad 6B1 del citocromo C oxidasa es una proteina que forma
parte del complejo de citocromo ¢ oxidasa. Solo un estudio ha descrito su asociacion
prondstica en CCR. La presencia de los SNPS rs6510502 rs10420252 en esta
proteina se asocid con la presencia de mayor afectacion ganglionar y metastasis a
distancia (Lascorz et al, 2012). Sin embargo, si se ha estudiado en otras neoplasias.
Chen et al. mostraron que la inhibicion de COX6B1 en modelos celulares de
adenocarcinoma de pulmoén se asocia a una disminucidon en la proliferacion y
diseminacion tumoral (Chen et al, 2022).

NDUFA4: El complejo mitocondrial asociado es una proteina es una proteina que
forma parte del complejo de citocromo C oxidasa. Su participacion en la progresion
tumoral y su papel como una posible diana terapéutica se ha descrito en multiples
neoplasias (Miiller et al, 2015; No¢ et al, 2023; Zhou et al, 2024) (Figura 118). En
el CCR su aumento de expresion se ha correlacionado con una mayor proliferacion
tumoral y un peor prondstico a través de su accion sobre AKT-ERK y otras vias
relacionadas con el metabolismo energético (Lv et al, 2017; Cui et al, 2018).
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Figura 118. Representacion esquematica de los mecanismos que regulan la proliferacion celular en células
tumorales de CCR a través de NDUFA4. Imagen tomada con permiso del articulo de Zhou et al, 2024.

CLUSTER 3: Este cluster 3 estd formado por 6 proteinas: QARS1M, GARS1, LARSI,
IARS1, EPRS1 y FARSB. Estas proteinas permiten que el ARNt sea aminoacilado y
posteriormente ensamblado en los ribosomas (Figura 119).
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Figura 119. Representacion del cluster 3 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e GARSI: Las mutaciones en la enzima glicil-ARNt sintetasa 1 se han asociado con
enfermedad autoinmunes o la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (Cintra et al,
1989). Sin embargo, su implicacion en cancer ha sido poco descrita. Un estudio
reciente de Nie et al. evalud la expresion de GARSI en diferentes tumores
encontrando una correlacion positiva entre los niveles de GARSI1 y la respuesta a
inmunoterapia en el cancer de vejiga o el carcinoma suprarrenal (Nie et al, 2023).
Sin embargo, esta correlacion no se ha descrito en el CCR.

e LARSI: La leucil-ARNt sintetasa citoplasmica es una enzima que en humanos esta
codificada por el gen LARS. Esta enzima cataliza la unién covalente de la leucina a
tRNAy y ademds activa el complejo mTORCI1 (Han et al, 2012). A través de esta
interaccion es capaz de integrar sefiales de aminoécidos o factores de crecimiento y
promover la proliferacion celular y la sintesis proteica (Jewell et al, 2013). De hecho, un
estudio reciente se correlacionaron los elevados niveles de LARSI en CCR con una
mayor proliferacion celular, migracion e invasion tumoral (Cho et al, 2022).

e EPRSI1: La aminoacil-ARNt sintetasa bifuncional es una enzima que en humanos
esta codificada por el gen EPRS. La sobreexpresion de EPRS1 se ha asociado con un
peor prondstico en cancer de mama luminal, cancer de pulmoén y cancer gastrico (Lee
et al, 2023). Los mecanismos a través de los cuales esta proteina promueve la
proliferacion dependen del tipo tumoral. Se ha descrito actividad a través de su
interaccion con la via Wnt/B-catenina (Liu et al, 2021) o DUS2 (Kato et al, 2005)
entre otros mecanismos. Nuestra serie seria la primera en proponer a esta proteina
como un posible biomarcador de riesgo en CC.

CLUSTER 4: Este cluster 4 esta formado por 3 proteinas: SF3B1, LSMB y SNRPA1
(Figura 120). Estas proteinas forman parte del espliceosoma. Catalizan la eliminacioén de
intrones del ARN premensajero (preARNm) y el empalme de exones codificantes para
producir ARNm maduros.
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SF3B1

Figura 120. Representacion del cluster 4 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

SF3B1: La subunidad 1 del factor de empalme 3B es una proteina que en humanos
estd codificada por el gen SF3B1. Un estudio realizado por Simmler et al. evalu¢ el
papel de esta proteina en cancer de pancreas y observaron que altos niveles de
expresion de SF3B1 se asociaron a mayor progresion tumoral y a un peor prondstico.
Su actividad se ha postulado en este estudio a través de su interaccion con HIF (factor
inducible por hipoxia) alfa (Simmler et al, 2022). Otro estudio en cancer de ovario,
relacioné los altos niveles de SF3B1 con un menor infiltrado inmune y un peor
prondstico (Wang et al, 2023). Aunque no se ha descrito su implicacién en el
desarrollo de CC, en base a los datos previamente descritos, podria considerarse
como un posible biomarcador de riesgo de recaida.

SNRPA1: La ribonucleoproteina nuclear pequenia U2 A' es una proteina que en
humanos estd codificada por el gen SNRPAI. Esta proteina se encuentra
sobreexpresada en multiples neoplasias incluido el CCR. Un estudio analiz6 el papel
de SNRPA1 en el desarrollo de CCR. Esta proteina actia disminuyendo la expresion
EZH2, VEGFC, MKI67 y CDKI, potenciando la expresion de los genes NRPI y
PIK3R1 y promoviendo la proliferacion tumoral (Zeng et al, 2019). Esto convierte a
SNRPA1 en un posible biomarcador de recaida.

CLUSTER S5: Este cluster 5 estad formado por 3 proteinas: NAGK, HEXB y GNS (Figura
121). Estas proteinas estan implicadas en el catabolismo de los carbohidratos.

Figura 121. Representacion del cluster 5 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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e HEXB: La subunidad beta de la hexosaminidasa es una enzima que en humanos esta
codificada por el gen HEXB. Aunque su papel en CCR no se ha definido, se ha descrito
como una oncoproteina en otras neoplasias como el cancer de laringe (Olszewska et al,
2009) o el glioblastoma multiforme (Jia et al, 2021). Ademas, su alta expresion se ha
asociado a una menor supervivencia en pacientes con glioblastoma multiforme (Jia et al,
2021). Esto lo postula como un posible biomarcador.

CLUSTER 6: Este cluster 6 estd formado por 3 proteinas: PKP3, DSC2 y DSG3 (Figura
122). Forman parte de los desmosomas y por lo tanto estan implicadas en fenomenos de
adhesion celular.

PKP3

Figura 122. Representacion del cluster 6 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e PKP3: La placofilina-3 es una proteina que en humanos estd codificada por el gen
PKP3. La actividad de esta proteina se ha descrito como promotor o supresor
tumoral. Aunque algunos estudios realizados con lineas celulares de CC asocian su
menor expresion con una mayor agresividad (Khapare et al, 2012; Basu et al, 2015),
en nuestra serie s6lo se expresa en el grupo de peor prondstico. Se han descrito varios
mecanismos para explicar su papel como oncoproteina, ya sea a través de su
interaccion con la via de las MAPK o a través de la inhibicion del infiltrado inmune
a nivel tumoral (Zhang et al, 2024).

e DSC2 y DSG3: La desmocollin-2 es una proteina que en humanos esta codificada por
el gen DSC2 y la desmogleina 3 es una proteina que en humanos esta codificada por
el gen DSG3. En nuestra serie DSC2 y DSG3 se encuentran expresadas de manera
exclusiva en el grupo Recaida. Su papel en CC se ha descrito en varios estudios. DSC2
suele estar sobreexpresada en la mucosa colonica normal; sin embargo, durante la
desdiferenciacion tumoral se pierde su expresion de manera progresiva acomapainada
de un aumento de DSG3 (Bujko et el, 2015). Esta transformacion se denomina
“desmosoma switching” (Khan et al, 2006). De hecho, su papel como un marcador
pronostico ya se ha descrito en cancer de recto. Dado que DSG3 se encuentra
expresado de manera exclusiva en el grupo recaida y teniendo en cuenta los datos
descritos previamente, postulamos a DSG3 como un posible biomarcador.
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CLUSTER 7: Este cluster 7 esta formado por 3 proteinas: PSMB4, PSMD11 y PSMC1
(Figura 123). Forman parte del proteosoma y su sobreexpresion se ha asociado a un peor

prondstico en multiples neoplasias.

PSMB4

W
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Figura 123. Representacion del cluster 7 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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PSMB4: La subunidad beta tipo 4 del proteosoma, también conocida como subunidad
beta-7 del proteosoma 208, es una proteina que en humanos estd codificada por el gen
PSMB4. Como se ha comentado en la introduccion de esta tesis, la microbiota intestinal
tiene un papel fundamental en el desarrollo de CCR. Se ha descubierto que la microbiota
Parvimonas micra esta enriquecida en la mucosa intestinal y las muestras fecales de
pacientes con céancer colorrectal (CCR) en comparacion con los controles sin CCR
(Hatta et al, 2023). Curiosamente, un estudio de carcinogénesis asociada a Parvimonas
micra evidenci6 regulacion al alza de la proteina PSMB4 en el CRC. La actividad de la
proteina PSMB4 y su interaccion con otras subunidades del proteosoma se consideran
claves en el desarrollo tumoral (Hatta et al, 2023). Su actividad se debe a su capacidad
para promover angiogénesis y la diseminacion tumoral (Kravtsova-Ivantsiv et al, 2015).
El mecanismo de accion se ha estudiado en profundidad en otros tumores como cancer
de ovario (Liu et al, 2016), cancer de mama (Wang et al, 2018) o cancer de cérvix (Zhou
et al, 2020). Todos ellos relacionan la mayor expresion de PSMB4 con un peor
prondstico. A pesar de la limitada evidencia en CC y que nuestro estudio no lleva
asociado un andlisis de microbiota, es posible que los mecanismos que favorecen la
carcinogénesis sean similares. Por lo tanto, postulamos esta proteina como un posible
biomarcador.

PSMDI11: La subunidad reguladora 11 no ATPasa del proteosoma 26S es una
enzima que en humanos estd codificada por el gen PSMD1]. Varios estudios han
analizado el papel prondstico de PSMD11 en tejido tumoral. La mayor parte de los
trabajos se han desarrollado en cancer de pancreas, donde altos niveles de PSMD11
se han asociado a mayor riesgo de recaida y una menor SG (Sahni et al, 2020; Larsson
et al, 2022) a través de la activacion de la via MEK1/ERK1/2 (Wang et al, 2018).
Esta asociacion también se ha identificado en pacientes con adenocarcinoma de
pulmon (Huang et al, 2024). En base a esto, proponemos a PSMD11 como un posible
biomarcador prondstico.



Resultados y Discusion

e PSMCI1: La subunidad reguladora 4 de la proteasa 26 es una enzima que en humanos
esta codificada por el gen PSMC1. Su asociacion pronostica en CC no se ha descrito,
sin embargo, su papel en otros tumores ha sido ampliamente estudiado. Las proteinas
de la familia PSMC (subunidades ATPasa del proteosoma 26S) se encuentran
sobreexpresadas en pacientes con adenocarcinoma de pulmén. Ademads, existe una
asociacion entre los altos niveles de PSMC1 y una menor SG y SLE (Ullah et al,
2022). En cancer de mama el aumento de su expresion se asocia también a un peor
pronostico. Aunque el mecanismo no esté claro, parece que existe una coexpresion
de genes involucrados en la remodelacion del citoesqueleto y el control de ciclo
celular mediado por las ciclinas (Kao et al, 2021).

CLUSTER 8: Este cluster 8 esta formado por 3 proteinas: GBE1, GYS1 y UGP2 (Figura
124). Estas proteinas estan implicadas en la sintesis de glucogeno.

GBE1

Figura 124. Representacion del cluster 8 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

« GBEIl: La enzima ramificadora del glucogeno cataliza la reaccion de adicion de una
rama de glucosas al polimero glucégeno en formaciéon mediante un enlace a-1,6-
glucosidico o GBE1 (Meléndez et al, 1999). Su papel como oncoproteina ha sido
ampliamente estudiado en cancer de pulmén. En esta neoplasia, los altos niveles de
expresion de GBE1 se asociaron a un peor pronostico. Se han hipotetizado multiples
causas para esta asociacion como se describird a continuacion. La alta expresion de
GBE! se ha asociado con un mayor infiltrado de macréfagos M2 (CD163) en el
tumor y un peor pronostico en cancer de pulmoén (Liang et al, 2022). La presencia de
este tipo de macréfagos, también se ha correlacionado con un peor prondstico en
otras neoplasias como el cancer de mama o CC (Edin et al, 2012). Ademas, GBEI es
una proteina intermedia dentro de la via de HIF1 por lo que su expresion aumenta en
situaciones de hipoxia promoviendo la angiogénesis y progresion tumoral (Li et al,
2020). Esta asociacion también se ha descrito en otras neoplasias como melanoma
(Buart et al, 2017) o gliomas (Chen et al, 2023). Por todo ello, se postula como un
posible biomarcador.

199



SOLEDAD CAMESELLE GARCIA

GYS1: La glucdgeno sintasa es una proteina implicada en la sintesis de glucogeno.
Un estudio realizado en muestras tumorales de CC mostr6 una elevada expresion en
pacientes con el subtipo histoldgico micropapilar de CC. Se trata de un subtipo de
mayor agresividad y peor prondstico en el que la reprogramacion del metabolismo
del glucogeno tiene un papel fundamental (Vyas et al, 2016). Al igual que GBEI, la
hipoxia tumoral induce la activacion de la via HIF1 que regula la expresion de
GLUT1 y GYSI entre otras proteinas promoviendo la progresion tumoral (Vyas M,
et al, 2016; Johnson et al, 1988). La participacion de la proteina GYSI en la
progresion tumoral se ha descrito en otros tumores como cancer de mama (de Heer
et al, 2023) o cancer de endometrio (Zeng et al, 2020), entre otros. Se postula GYS1
como posible biomarcador.

UGP2: LA UDP-glucosa fosforilasa 2 es una proteina implicada en la sintesis de
glucogeno. Su alta expresion se ha asociado con una menor supervivencia en cancer
de pulmoén de no célula pequenia, cancer de pancreas y cancer de estdémago (Kim et
al, 2021) por un mecanismo similar al ya descrito (Wolfe et al, 2021). En base a lo
descrito, se postula como un posible biomarcador.

CLUSTER 9: Este cluster 9 estd formado por 3 proteinas: SEC23B, SARIA y PDCD6
(Figura 125). Las proteinas SEC23B y SAR1A forman parte del complejo COPIIL, implicadas
en el transporte vesicular desde el reticulo endoplasmico rugoso hasta el aparato de Golgi.
La proteina PDCD6 no forma parte de este complejo, pero desempefia un papel clave en

procesos como el transporte vesicular del reticulo endoplasmico, la biogénesis endosdémica
o la reparacién de membranas (Maki et al, 2016).

. SEC23B

-

.. PDCD6

Figura 125. Representacion del cluster 9 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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SAR1A: El papel de SARIA en CC no esta definido, sin embargo parece ser clave
en el desarrollo de otras neoplasias como en el osteosarcoma o cancer renal (Zhao et
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al, 2020). Uno de los mecanismos descritos seria mediante la activacion de la via
RhoA/YAP que activaria factores de transcripcion promoviendo la TEM y en
consecuencia la diseminacion tumoral (Zhan et al, 2022).

PDCD6: La proteina de muerte celular programada 6 es una proteina que en
humanos esta codificada por el gen PDCD6. Se trata de una proteina fijadora de
calcio que actia como un adaptador que une proteinas no relacionadas y da
estabilidad a complejos proteicos (Maki et al, 2016). Un estudio realizado por Wang
et al. en lineas celulares de CC, evidencid una asociacion entre los altos niveles de
PDCD6 determinados mediante inmunohistoquimica e inmunofluorescencia con una
menor supervivencia. PDCD6 produciria la activacion de la via de las MAPK a través
de su interaccion con C-RAF promoviendo la proliferacion tumoral (Wang et al,
2020).

CLUSTER 10: Este cluster 10 esta formado por 3 proteinas: TRRAP, RUVBL2 y RUVBL1
(Figura 126). Estas proteinas estan implicadas en la acetilacion de histonas y reguladores de
procesos de reparacion de procesos de rotura de doble cadena del ADN por recombinacioén

homologa.

RUVBL2

Figura 126. Representacion del cluster 10 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

TRRAP: La proteina asociada al dominio de transformacion/transcripcion, también
conocida como TRRAP, es una proteina que en humanos esta codificada por el gen
TRRAP. TRRAP es una proteina que regula la expresion de genes implicados en el
desarrollo embrionario a través de la acetilacion de histonas y el remodelamiento de
la cromatina. NANOG es un factor de transcripcion en células madre embrionarias,
cuya expresion esta mediada por TRRAP (Kang et al, 2023). Un estudio realizado
por Ibrahim et al. en lineas celulares de CC mostré que el aumento de expresion de
TRRAP estabiliza NANOG promoviendo la proliferacion tumoral a través del
control de las células madre tumorales (Ibrahim et al, 2012).
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RUVBL1/2: Se trata de proteinas codificadas por los genes RUVBLI y RUVBL?2,
respectivamente. Ambas pertenecen a la familia de proteinas AAA+. Se encuentran
altamente expresadas en muestras tumorales de CC y se asocian a un peor prondstico
(Mahajan et al, 2023). Ademas, su inhibicion a través de YTHDF1 se asocia a un
menor crecimiento tumoral (Chen et al, 2024). Otro de los mecanismos implicados
en el desarrollo tumoral es mediante la interaccion de RUBVBLI1 con B-catenina
(Tang et al, 2023) o mediante la interaccion de RUVBL2 con el factor de
transcripcion ETS2 con el fin de regular la expresion nuclear de hTERT a través de
su interaccion (Flavin et al, 2011). En nuestro estudio no se ha encontrado una
asociacion entre los niveles de RUVBL2 y la presencia o ausencia de mutaciones en
TERT.

CLUSTER 11: Este cluster 11 esta formado por 2 proteinas que presentan una fuerte
interaccion: ITGA6 y LAMAS (Figura 127). La proteina LAMAS en una subunidad que
forma parte de la proteina laminina. La laminina media en fendomenos de uniéon, migracion
y organizacion celular en los tejidos durante el desarrollo embrionario a través de su

interaccion con componentes de la matriz extracelular y con otras proteinas implicadas en
vias de sefializacion mediadas por integrinas y PTK2B/PYK2 (Barad et al, 2020).

LAMAS
ITGA6

Figura 127. Representacion del cluster 11 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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LAMAS: La subunidad alfa-5 de laminina es una proteina que en humanos esta
codificada por el gen LAMAS. Estd implicada en fendmenos de migracion celular y
en CC su expresion se ha asociado con el desarrollo de metastasis hepaticas a través
de la activacion de la angiogénesis y la inhibicion de la via de Notch (Gordon-Weeks
et al, 2019). Este mecanismo ha sido descrito también en otros tumores como el
cancer de ovario (Diao et al, 2023). Su papel como una posible diana terapéutica ha
sido analizado en un estudio con lineas celulares de CC. La inhibicion de LAMAS
se asocio a desdiferenciacion y a un aumento de sensibilidad a la quimioterapia con
SFU (Maltseva et al, 2020) (Figura 128). En base a esto, se postula LAMAS como
un posible biomarcador de riesgo de recaida.
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Figura 128. Representacion grafica de las consecuencias de la inhibicion de LAMAS. Imagen tomada con
permiso del articulo de Maltseva et al, 2020.

e ITGAG6: La integrina alfa-6 es una proteina que en humanos esta codificada por el
gen ITGA6. Como se ha reflejado en el apartado anterior, LAMAS media fenémenos
de migracion y progresion tumoral a través de su interaccion con vias de
proliferacion mediadas por integrinas (Maltseva et al, 2020). El papel de las
integrinas en el desarrollo tumoral de CC y concretamente de la ITGAG6, se ha
analizado en otros estudios. La alta expresion de ITGAG6 se ha asociado en CC con
estadios mas avanzados y con la presencia de invasion vascular (Guo et al, 2019;
Denadai et al, 2013). Por otra parte, en el andlisis cuantitativo realizado en este
trabajo se evidenci6 un aumento de expresion de ITGB1 en aquellos tumores
incluidos en el grupo Recaida. Ademas, en este caso, la proteina ITGAG6 se encuentra
expresada de manera exclusiva en este grupo Recaida. Un estudio realizado en
muestras de tejidos de CC mostré que la inhibicion de ITGA6 y ITGB1 produce una
inhibicion de la capacidad de invasion y migracion de las células tumorales (Laudato
et al, 2017). Dados nuestros datos y los descritos en la literatura, ITGA6 se postula
como un posible biomarcador de riesgo y refuerza el papel de ITGBI en este
escenario.

CLUSTER 12: Este cluster 12 esta formado por las proteinas ADSS2 y NT5 que presentan
una fuerte interaccion entre ellas (Figura 129). Ambas proteinas participan en procesos de
sintesis y catabolismo del AMP (Garavaglia et al, 2012).
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Figura 129. Representacion del cluster 12 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e NT5: La 5'-nucleotidasa, también conocida como ecto-5'-nucleotidasa o CD73, es
una enzima que en humanos esta codificada por el gen NT5E. CD73 comunmente
sirve para convertir AMP en adenosina. Su expresion se ha asociado a una mayor
proliferacion tumoral y una menor supervivencia en multiples neoplasias (Stagg et
al, 2010; Ma et al, 2020; He et al, 2021). CD73 promueve la progresion tumoral a
través de su interaccion con la via de la MAPK y con el factor de crecimiento TGF1,
ademas de inducir cambios en el microambiente tumoral. De hecho, la inhibicion de
CD73 aumenta la expresion de linfocitos T CD8+ y potencia la accion de los
“inmune-checkpoints” en estudios preclinicos realizados sobre muestras tumorales
de CC (Lian et al, 2024). En cuanto a su valor como biomarcador, un estudio analizé
los niveles de CD73 en suero y en tejido de metastasis hepaticas intervenidas en
pacientes con CC. Los altos niveles de CD73 se correlacionaron con una menor
supervivencia libre de progresion (Messaoudi et al, 2020). En nuestro caso, CD73 se
encuentra expresada en el grupo Recaida de manera exclusiva por lo que lo convierte
en un posible biomarcador de riesgo.

CLUSTER 13: Este cluster 13 esta formado por las proteinas BAX y HK3 (Figura 130).

HK3

Figura 130. Representacion del cluster 13 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e HK3: La proteina HK3 cataliza la fosforilacion de las hexosas en la glucolisis (Palma
et al, 1996). Su expresion en CC se asocia a un aumento de expresion de genes
implicados en fenomenos de TEM (Pudova et al, 2018), pudiendo ser clave en la
progresion y migracion tumoral (Wu et al, 2021).

CLUSTER 14: Este cluster 14 esta formado por las proteinas C1S y C2 que forman parte
el sistema del complemento (Figura 131). El sistema de complemento participa en multiples
funciones bioldgicas entre las que se encuentran la lisis celular, opsonizacion, la
degranulacion de mastocitos y control del sistema inmunitario.
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Cc2

Figura 131. Representacion del cluster 14 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

C1S: La subunidad Cls forma parte del complejo C1 del complemento. Sus
alteraciones se han relacionado con el desarrollo de diferentes patologias
(autoinmunes, infecciosas, cancer, etc.) (Ye et al, 2022). Algunos estudios sugieren
que Cls promueve la progresion tumoral mediante su interaccion con los monocitos
dando lugar a un microambiente tumoral inmunosupresor que promueve la
progresion tumoral (Daugan et al, 2021) por lo que podria postularse como un posible
biomarcador.

C2: Un estudio de Liu et al. analizd la expresion diferencial de los genes expresados
en el tejido de metastasis hepaticas de CC y el tumor primario. Los autores
encontraron que C2 estaba sobreexpresado en las metastasis comparado con el tumor
primario, por lo que es probable que tenga un papel relevante en la diseminacion a
distancia (Liu et al, 2019). Sin embargo, su papel pronostico en CC no esta descrito,
mientras que estudios realizados en otros tumores lo asocian con un mejor prondstico
(Ning et al, 2020, Zhang et al; 2023), esto no parece tan tan claro en el CC.

CLUSTER 15: Este cluster 15 esta formado por las proteinas de la familia de las cistatinas
CST2 y CST1 (Figura 132).

Figura 132. Representacion del cluster 15 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

CST1: La cistatina-SN es una proteina que en humanos estd codificada por el gen
CST1. Esta proteina se encuentra aumentada en los tejidos de CC frente a la mucosa
colonica normal y su excrecion por orina es mayor en los pacientes con CCR. Por
este motivo, se ha propuesto su deteccion en orina como método de screening
poblacional (Yoneda et al, 2009). Ademas, su mayor expresion se ha asociado con
una mayor capacidad de diseminacién y un mayor indice de proliferacion tumoral en
diferentes tumores (Choi et al, 2009; Jian et al, 2018). Sin embargo, su mecanismo
de accidn no esté bien definido, aunque algunos estudios han propuesto una posible
interaccion con la via de p65 o su capacidad para inhibir CST3 como métodos
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inductores de la proliferacion tumoral (Kim et al, 2013). Su papel como factor
prondstico también se ha explorado siendo un posible indicador de mal pronostico
(Lietal,2017; Liu et al, 2023). Por lo tanto teniendo en cuenta también los resultados
de nuestra serie consideramos CST1 como un posible biomarcador de mal
pronostico.

CST2: La cistatina-SA es una proteina que en humanos esta codificada por el gen
CST2. El aumento de expresion de esta proteina y su implicacion en el desarrollo
tumoral se ha evaluado en multiples tumores. En el carcinoma seroso de ovario su
mecanismo de accion esta mediado por la activacion de la via WNT/B-catenina
(Wang et al, 2024), mientras que en el cadncer de pancreas se debe a su interaccion
con la via PI3K/AKT (Ou et al, 2023). Sin embargo, el mecanismo que media en la
proliferacion tumoral en CC estd poco explorado. A pesar de ello, si se ha evaluado
el papel prondstico de CST2 en esta patologia. Al igual que CST1, el aumento de su
expresion se asocia a una menor supervivencia en pacientes con CCR localizado y
metastdsico (Xie et al, 2021). Por lo tanto, se considera un posible marcador
pronostico.

CLUSTER 16: Este cluster 16 esta formado por las proteinas POR y CYBS5B (Figura 133).
Ambas proteinas son citocromos implicados en el transporte de electrones. Tras la revision
de la literatura, no se ha encontrado una correlacion entre la expresion de estas proteinas y
un mayor riesgo de recaida en CC.

Figura 133. Representacion del cluster 16 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

CLUSTER 17: Este cluster 17 esta formado por las proteinas S100A10 y PLG que
presentan una fuerte interaccion entre si (Figura 134). De hecho, su interaccién media en la

progresion tumoral dependiente de plasmina.

. S100A10 [ )
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Figura 134. Representacion del cluster 17 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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La interaccion entre SI00A10 y PLG se describe en la Figura 135. A pesar de que existen
multiples receptores de plasmindgeno, solo unos cuantos, entre los que se incluyen el
receptor anexina II-SI00A10, estan implicados en la progresion tumoral (Kumari et al,
2015).
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Figura 135. Representacion esquematica del heterotetramero de anexina II-5100A10 sobreexpresado en
células tumorales. Los plasminogenos se unen al dominio S100A10 del heterotetramero y la uPA se une a
UPAR. Esto provoca una sobreexpresion de plasmina que lleva a la degradacion de la matriz extracelular,
invasion y diseminacion a distancia. Imagen tomada con permiso del articulo de Kumari et al, 2015.

e PLG: El plasminogeno es una glucoproteina sintetizada en el higado que se
considera un precursor inactivo de una proteasa llamada plasmina. EI sistema
plasmindgeno/plasmina tiene un papel clave en la regeneracion tisular, respuesta
inmune, angiogénesis y diseminacion tumoral. En cuanto a esta ultima, la progresion
tumoral puede estar mediada por distintas vias:

1. A través de su conversion a plasmina y posterior degradacion de la matriz
extracelular mediada por la activacion de metaloproteasas (Dang et al, 2005).

2. A través de su interaccion con distintos receptores del plasmindgeno. En este
caso, la presencia de PLG de manera exclusiva en el grupo Recaida lo
convierte en un posible marcador prondstico al igual que se ha descrito en
otros estudios (Verspaget et al, 1995; Dang et al, 2005; Chen et al, 2015; Bal
etal, 2019).

e S100A10: La proteina de union al calcio S100 A10, también conocida como pl1, es
una proteina codificada en humanos por el gen S/00410. Habitualmente, ST00A10
se encuentra asociada a anexina II a nivel intracelular mientras que su exceso se
degrada a través del proteosoma. Este heterotetrdmero promueve el paso de
plasmindgeno a plasmina actuando como un co-receptor para el plasmindgeno, el
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tPA y la procatepsina B (Ceruti et al, 2013). Por lo tanto, parece razonable que la
mayor expresion de esta proteina o el hecho de que se exprese de manera exclusiva
en el grupo Recaida lo postule como un marcador de riesgo de recaida mediado por
su interaccion con el plasminodgeno. Esto ya se ha observado en otros estudios (Zeng
et al, 2020; Shang et al, 2013) en los que ademas se ha correlacionado su expresion
con una mayor resistencia a terapias con platino (Suzuki et al, 2014).

CLUSTER 18: Este cluster 18 esta formado por las proteinas FH y ACO1 que forman parte
del ciclo del acido tricarboxilico (Figura 136). Aunque la ausencia de expresion de FH se
asocia al desarrollo de neoplasias como el cancer renal (Bratslavsky et al, 2007) y la
expresion de ACOI1 en otras neoplasias se asocia con un mejor prondstico (Cui et al, 2021),

estos datos no han podido ser corroborados en nuestro estudio.
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Figura 136. Representacion del cluster 18 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

CLUSTER 19: Este cluster 19 esta formado por las proteinas SUPT6H y SSRP1 (Figura

137).

SUPT

6H

Figura 137. Representacion del cluster 19 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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SUPTG6H: El factor de elongacion de la transcripcion SPT6 es una proteina que en
humanos esta codificada por el gen SUPT6H. Esta proteina se une a la histona H3 y
participa en la regulacion de la transcripcion y procesamiento del ARN mensajero
(Endoh et al, 2004). Su papel en la progresion del CC se he descrito a través de la via
SPT6-SND1-hTERT (Diao et al, 2021). La expresion de hTERT esta suprimida en la
mayor parte de las células somaticas, sin embargo, la encontramos activada en hasta el
90% de las neoplasias dando lugar a un fenotipo mas agresivo (Liu et al, 2013).
Aunque en CC localizado el papel pronostico de esta mutacion no se ha establecido,
algunos estudios sugieren que la presencia de esta mutacion en las metastasis hepaticas
resecadas de pacientes con CC se asocian a un comportamiento mas agresivo y a una
menor supervivencia (Mai et al, 2009). En el caso de la via SPT6/hTERT, el
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silenciamiento de SPT6 produce una inhibicion de hTERT dando lugar a un descenso
en la proliferacion tumoral y un aumento de la apoptosis en lineas celulares de CCR.
Por el contrario, el aumento de su expresion produce la activacion de hTERT dando
lugar a un fenotipo mas agresivo (Diao et al, 2021).

SSRP1: La subunidad del complejo FACT SSRPI, es una proteina que en humanos
estd codificada por el gen SSRP. Se encarga de la organizacion de los nucleosomas y
actia como coactivador transcripcional de p63/TP53 (Keller et al, 2001). Esta proteina
esta sobreexpresada en multiples neoplasias (Liao et al, 2017; Ding et al, 2016) y se
ha asociado con una menor supervivencia. Un estudio realizado en lineas celulares de
CCR mostr6 una asociacion entre los niveles de expresion de SSRP1 y la activacion
de la via PI3K-ATK (Wang et al, 2019), aunque también se ha descrito su accion sobre
las vias como WNT/B-catenina, NF-kB o Myc. Ademas, los altos niveles de SSRP1 se
asocian con una mayor resistencia al tratamiento con SFU (Song et al, 2020). Por lo
tanto, SSRP1 no so6lo se ha asociado a neoplasias mds agresivas y por lo tanto con
mayor capacidad de diseminacion, sino también con fendmenos de quimiorresistencia.
Por lo tanto, los resultados de nuestro estudio, apoyan su papel como un posible
biomarcador de riesgo de recaida.

CLUSTER 20: Este cluster 20 esta formado por las proteinas ECHS1 y MCCC2 (Figura

138).

Figura 138. Representacion del cluster 20 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

ECHS1: La enoil coenzima A hidratasa de cadena corta 1 mitocondrial estd
codificada por el gen ECHSI. Esta proteina media el segundo paso de la via de la
beta-oxidacion de los acidos grasos mitocondriales (Yamada et al, 2015; Haberman
et al, 1998). La expresion de ECHS1 se ha asociado con el desarrollo de multiples
tumores incluyendo el cancer de mama, préstata o colon (Zhao et al, 2015). En CCR
su interaccion con la via de PI3K-AKT y GSKb promueve la proliferacion y
diseminacion tumoral (Li et al, 2021). Ademas, Xie et al. evaluaron los niveles de
expresion de ECHS1 en muestras de tejiido de CCR mediante inmunohistoquimica
y encontraron una mayor expresion de ECHS1 en aquellos tumores con menor grado
de diferenciacion (Xie et al, 2014). Su sobreexpresion en CCR también se asocio con
una menor supervivencia (Li et al, 2021), por lo que se postula como un posible
biomarcador.
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MCCC2: La cadena beta de la metilcronotonil COA carboxilasa mitocondrial esta
codificada por el gen MCCC?2. Es una proteina clave en el catabolismo de la leucina
y el acido isovalérico (Chu et al, 2007). Esta proteina se encuentra aumentada en el
cancer de mama y CC. Su mayor expresion se asocia con una menor supervivencia
(Liu et al, 2019; Dai et al, 2020) a través de la participacion en la regulacion de la
dindmica mitocondrial y del mantenimiento de los telomeros (Liu et al, 2023). Por
todo ello, se postula como un posible biomarcador.

CLUSTER 21: Este cluster 21 estd formado por las proteinas MMP9 y THBS2 (Figura
139). Ambas proteinas estan implicadas en fendmenos de transicion epitelio-mesénquima.

.. THBS2

. MMP9 ‘

Figura 139. Representacion del cluster 21 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

210

MMP9: La metaloproteinasa de matriz-9 es una enzima que pertenece a la familia
de las metaloproteinasas de zinc implicadas en la degradacién de la matriz
extracelular y en el control de la migracion leucocitaria (Tschesche et al, 1992)
Recientemente, Buttacavoli et al. evaluaron la expresion diferencial de las distintas
metaloproteasas en tejido normal y tumoral de colon. Estas proteinas y en concreto
MMP2 y MPP9, se encuentran poco expresadas en los tejidos normales frente al
tejido tumoral. Su papel en el desarrollo tumoral se debe a que son inductores de
fenémenos de transicion epitelio-mesénquima a través de su actividad proteolitica
sobre las proteinas de la matriz y promueven mecanismos de evasion del sistema
inmunitario (Buttacavoli et al, 2021). De hecho, los altos niveles de MMP9
detectados en el suero de pacientes con CCR se asociaron a una menor supervivencia
y a la presencia de enfermedad a distancia, pudiéndose considerar un marcador de
mal pronostico (Hong et al, 2022). Por este motivo, en los Gltimos afos, se estan
desarrollando mecanismos de inhibicion de estas proteinas para el control del
crecimiento tumoral (Tong et al, 2016).

THBS2: La trombospondina-2 es una glicoproteina que media en las interacciones
célula-célula y célula-matriz. También tiene un papel en el control de la angiogénesis
al constituir un ligando de CD36 (Koch et al, 2011). Estudios recientes han descritos
que THBS2 promueve la progresion tumoral en CCR mediante la induccién de
fendémenos de transicion epitelio-mesénquima (Zhang et al, 2021; Li et al, 2024).
De hecho, altos niveles de THBS2 en CCR se han asociado con una menor
supervivencia en multiples estudios (Qu et al, 2022; He et al, 2022), siendo un
posible marcador de mal pronostico.
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CLUSTER 22: Este cluster 22 esta formado por las proteinas S100A16 y SI00A14 (Figura
140).

_ S100A14
S100A16 [ s )

Figura 140. Representacion del cluster 22 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e S100A14: La proteina de unién al calcio S100 A14 es una proteina que tiene un papel
clave en el control del ciclo celular a través de la regulacion de los niveles de p53
(Jin et al, 2011) y MMP2 (Chen et al, 2012). Esta proteina estd implicada en
fendmenos de progresion tumoral a través del control de la apoptosis y de fendmenos
de migracion tumoral. Su funcidén como supresor tumoral u oncoproteina puede
variar en funcion de las circunstancias. Diamantopoulou et al. analizaron los niveles
de esta proteina en pacientes con CCR; aunque la expresion inmunohistoquimica de
S10014 en las muestras de tumores de CCR avanzados es baja, la supervivencia fue
peor en los pacientes con niveles muy elevados de S1I00A 14 (Diamantopoulou et al,
2020), postulandose como un posible biomarcador. Recientemente se han analizado
los niveles de esta proteina y su correlacién con la expresion de PDL1; los altos
niveles de S100A14 se asocian con una ausencia de expresion de PDL1 pudiendo
considerarse un marcador de resistencia (Min et al, 2022).

CLUSTER 23: Este cluster 23 esta formado por las proteinas ACTR2 y ARPC5L que
forman parte del complejo Arp2/3 implicado en el control de la disposicion de la actina en
el citoesqueleto de las células (Figura 141).

ARPCS5L

Figura 141. Representacion del cluster 23 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

Aunque hay estudios que han correlacionado los altos niveles de estas proteinas con una menor
supervivencia en tumores como el hepatocarcinoma (Huang et al, 2021) o el cancer gastrico
(Sun et al, 2014), estas proteinas no se han analizado en CCR. Sin embargo, en el CCR se ha
descrito la implicacién de Arp2/3 con fenémenos de invasion tumoral (Otsubo et al, 2004).
Arp 2/3 tiende a expresarse mas en las células estromales del foco de invasion del tumor lo
que sugiere un papel facilitador del entorno a través del control del citoesqueleto.

211



SOLEDAD CAMESELLE GARCIA

CLUSTER 24: Este cluster 24 esta formado por las proteinas GPX2 y GPX3 (Figura 142).

GPX3

Figura 142. Representacion del cluster 24 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

GPX2: La glutation peroxidasa 2 es una enzima que participa en el control de la
homeostasis celular a través de la reduccion de hidroperdxidos dependientes de
glutation (Schwarz et al, 2023). Esta enzima se encuentra habitualmente expresada
en las células del tracto gastrointestinal y de manera mas elevada en las células
tumorales de cancer de pulmon, céncer urotelial de vejiga y hepatocarcinoma
(Florian et al, 2001). Varios estudios han evaluado el papel prondstico de esta
proteina en CCR mostrando una clara relacion entre sus niveles de expresion
inmunohistoquimica y la supervivencia. Los altos niveles de GPX2 se asociaron con
neoplasias con caracteristicas histopatologicas mas desfavorables y con una menor
supervivencia (Brzozowa-Zasada et al, 2023). Ademas, la inhibicion de GPX2 en
lineas celulares de CCR se asoci6é con una disminucion del crecimiento tumoral
mediado principalmente por la inhibicion de la via WNT/B-catenina y por el aumento
de la apoptosis debido a la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (Wu et al,
2024; Emmink et al, 2014).

GPX3: La glutation peroxidasa 3 es una enzima que funciona en la desintoxicacion
del peroxido de hidrogeno protegiendo a las células del dafio oxidativo (Esworthy et
al, 1991). Aunque puede tener un papel supresor en algunos tumores, sus altos
niveles de expresion se han correlacionado con un peor prondstico en CCR (Chen
et al, 2023) o cancer de mama (Hu et al, 2023). Ademas, en CCR la ausencia de
expresion de GPX3 se ha asociado a una mayor sensibilidad a terapias con platino
(Pelosof et al, 2017). Por lo tanto, parece que estos tumores no solo tendran un peor
prondstico, sino que probablemente obtengan menor beneficio de un tratamiento
basado en platino.

CLUSTER 25: Este cluster 25 estd formado por las proteinas HNRNPA3 y TARDBP
(Figura 143). Ambas proteinas estan implicadas en el procesamiento y transporte del ARN.
Un estudio reciente de Amano et al. mostré que la alta expresion de HNRNPA3 tras
cistectomia en el carcinoma urotelial de vejiga se asocid con neoplasias mas agresivas
(Amano et al, 2021). Sin embargo, no se han realizado otros estudios en CCR que evaluen

el papel de estas proteinas como factor prondstico.
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Figura 143. Representacion del cluster 25 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

CLUSTER 26: Este cluster 26 esta formado por las proteinas PTPA y PPP2R1A (Figura 144).

PPP2R1A

T

Figura 144. Representacion del cluster 26 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

PTPA: Se trata de la proteina activadora de la serina/treonina fosfatasa 2A. Esta
proteina regula la actividad de PP2A que a su vez controla la desdiferenciacion de
las células de CCR a través del control de la via Hippo (Wang et al, 2023).

PPP2R1A: Se trata de la isoforma alfa de la subunidad A reguladora de la
serina/treonina fosfatasa 2A. Aunque los datos acerca del potencial oncogénico son
escasos, un estudio evalud la expresion génica diferencial entre las metéstasis y el
tumor primario de pacientes con CCR. Las mutaciones en los genes PPP2RIA
(E370X), SETD2 (11608V) y SMAD4 (G382T) fueron caracteristicas de las
metastasis hepaticas pudiendo ser puntos clave en la diseminacion tumoral (Lu et al,
2016) y por lo tanto como factor prondstico.

CLUSTER 27: Este cluster 27 esta formado por las proteinas RPL32 y EDF1 (Figura 145).

EDF1
RPL32

¥

Figura 145. Representacion del cluster 27 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

RPL32: Esta proteina forma parte de la subunidad 60S del ribosoma y est4 implicada
en la sintesis de proteinas. Su actividad como oncoproteina se ha descrito en cancer
de pulmon y en hepatocarcinoma a través del control de la degradacion de p53 (Xie
et al, 2020; Hou et al, 2023). De hecho, su inhibicién produce un aumento de la
apotosis tumoral y una disminucion del crecimiento tumoral y su capacidad de
diseminacion (Hou et al, 2023).
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CLUSTER 28: Este cluster 28 esta formado por las proteinas SQOR y TST (Figura 146).
Estas proteinas estan implicadas en el metabolismo del azufre.

TST

Figura 146. Representacion del cluster 28 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e TST: La tiosulfato-sulfurotransferasa en una enzima que media la detoxificacion de
sustancias como el HzS en la mucosa del colon. Un estudio evalu6 los niveles de esta
proteina en lineas celulares de cancer de colon y tejido colonico normal. La expresion
de TST se encontrd conservada en el tejido colonico normal mientras que disminuye
de manera drastica en el CC. Esto produce una detoxificacion ineficaz y promueve
la desdiferenciacion celular (Ramasamy et al, 2006). En nuestra serie, esta proteina
aparece expresada de manera exclusiva en los pacientes que presentan recaida por lo
que es posible que el mecanismo que rige su evolucion sea otro. Ademas, otros
estudios en cancer de mama han correlacionado los altos niveles de TST con un peor
prondstico (Ansar et al, 2022). En base a estos datos, no podemos establecer de
manera clara la TST como un posible marcador de riesgo de recaida.

CLUSTER 29: Este cluster 29 esta formado por las proteinas AP2B1 y AP2M1 (Figura
147). Estas proteinas son subunidades que forman parte del complejo adaptador de AP2, una
proteina que actua sobre la membrana celular para internalizar la carga en la endocitosis
mediada por clatrina (Marcello et al, 2013).
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Figura 147. Representacion del cluster 29 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

e AP2M1: En un estudio reciente Bao-Caamano et al. se analizaron células tumorales
circulantes de pacientes con CC metastésico. Se recogieron las muestras al inicio del
tratamiento, durante el tratamiento y a la progresion identificindose cambios en la
metilacion del ADN de las células tumorales circulantes que asociaron cambios en
la expresion génica (Bao-Caamano et al, 2023). AP2M1 se describié como un posible
marcador de resistencia la quimioterapia a través del control del proceso de
senescencia mediado por la via cdk4-EZH2-AP2M1 (Le Duff et al, 2018). Por lo
tanto, podriamos hipotetizar que AP2M1 podria tratarse de un marcador de
resistencia intrinseca a la quimioterapia.
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CLUSTER 30: Este cluster 30 estd formado por las proteinas CES1 y CES2 (Figura 148).
Estas proteinas forman parte de la familia de las hidrolasas.

Figura 148. Representacion del cluster 30 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.

o CESI: La carboxilesterasa 1 del higado, también conocida como carboxilesterasa 1,
es una enzima que en humanos estd codificada por el gen CES!. Esta proteina se
encuentra en todos los tejidos, siendo mas abundante en el higado y menos en el
tracto digestivo. Se ha descrito su papel como oncoproteina en CCR diversos
estudios. CES1 favorece la inflamacion y la desdiferenciacion celular a través de
alteraciones en el metabolismo de los lipidos (Taniguchi et al, 2018). Se ha
encontrado un aumento de expresion de esta proteina en los subtipos moleculares
CMS2 y CMS4 mediado por la amplificacion de HNF4A y la via de NFKb,
respectivamente (Capece et al, 2021) (Figura 149). La presencia de niveles mas
elevados de CESI en estos pacientes se ha asociado a una menor supervivencia
(Wang et al, 2016), por lo que lo postula como un posible biomarcador.
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Figura 149. Representacion esquematica de la regulacion de la expresion de CES1 por NF-kB y HNF4A en los
subtipos de CRC CMS4 y CMS2, respectivamente. Imagen tomada con permiso del articulo de Capece et al, 2021.
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CES2: La esterasa hepatica de la cocaina o cocaetileno es un metabolito sintetizado
por el higado implicado en la desintoicacion de xenobioticos y en la activacion de
profarmacos éster y amida. El irinotecan es un tratamiento citotoxico ampliamente
empleado en pacientes con CCR y para su activacion necesita su activacion por CES2
(Sanghani et al, 2003). Sus niveles de expresion parecen contribuir a la respuesta
inducida por este tratamiento (Xu et al, 2002). La sobreexpresion de esta proteina
también se ha relacionado con la resistencia a oxaliplatino y una menor supervivencia
en CCR (Zhang et al, 2020).

CLUSTER 31: Este cluster 31 esta formado por 2 enzimas con actividad catalitica como
PREP y APEH (Figura 150).
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Figura 150. Representacion del cluster 31 de interacciones de las proteinas identificadas de manera exclusiva
en el grupo de pacientes con recaida obtenida mediante la base de datos String.
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PREP: La prolil-endopeptidasa es una enzima proteolitica que en humanos esta
codificada por el gen PREP. Se ha descrito una elevada actividad de esta proteina en
numerosos tumores (My6hdnen et al, 2012; Larrinaga et al, 2014), considerandose
una proteina clave en la angiogénesis (Mehranfard et al, 2021; Mydhénen et al,
2011). Larrinaga et al. evaluaron los niveles de esta proteina en plasma en pacientes
con CCR; estos autores encontraron niveles mas elevados de PREP en los pacientes
con neoplasias mas avanzadas y agresivas (Larrinaga et al, 2014). Ademas, la
inhibicion selectiva de PREP se ha asociado a menor crecimiento tumoral (Jackson
et al, 2015) a través del bloqueo de la via IRS1-AKT-mTORC (Perez et al, 2020).

APEH: La acilpéptido hidrolasa es una proteina codificada por el gen APEH. Esta
proteina se ha expresado de manera mas frecuente en los tumores con mutaciones
patogénicas en KRAS. De hecho, la inhibicion de APEH en tejidos tumorales de
cancer de pancreas con mutaciones en KRASGI12V produce una deslocalizacion de
la proteina inhibiendo la proliferacion celular a través de la via RAS-RAF-MAPK
(Tan et al, 2019). Estos datos sugieren una mayor dependencia de esta via en los
tumores de CC con recaida y se propone a APEH como una posible diana terapéutica.
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Tabla 27. Resumen del analisis de las proteinas que se postulan como biomarcadores expresadas de
manera exclusiva en el grupo Recaida.

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3
Cluster 4
Cluster 5
Cluster 6
Cluster 7
Cluster 8
Cluster 9
Cluster 10
Cluster 11
Cluster 12
Cluster 13
Cluster 14
Cluster 15
Cluster 17

Cluster 19

Cluster 20
Cluster 21

Cluster 22
Cluster 24
Cluster 26
Cluster 27
Cluster 28
Cluster 29
Cluster 30
Cluster 31

EIF5, EIF4H, EIF4G1, EIF3B, EIF3D, EIF3F,
PDCD4

COX5B, COX6B1, NDUFA4, NDUFA5, UQCRQ,
CYcC1

QARSTM, GARS1, LARS1, IARS1, EPRS1, FARSB
SF3B1, LSMB, SNRPA1
NAGK, HEXB, GNS

PKP3, DSC2 , DSG3
PSMB4, PSMD11, PSMC1
GBE1, GYS1, UGP2
SEC23B, SAR1A, PDCD6
TRRAP, RUVBL2, RUVBL1
ITGA6, LAMAS

ADSS2 y NT5

BAX, HK3

c1s, C2

CST2, CST1

S100A10, PLG

SUPT6H, SSRP1

ECHS1, MCCC2
MMP9, THBS2

S100A16, S100A14
GPX2, GPX3

PTPA, PPP2R1A
RPL32, EDF1
SQOR, TST

AP2B1, AP2ZM1
CES1, CES2

PREP, APEH

Sintesis proteica.

Obtencion de energia.

Catalisis del ARNt.

Splicing del ARNm.

Catabolismo de los carbohidratos.
Adhesion celular.

Degradacion proteica.

Sintesis de glucdgeno.
Transporte vesicular.
Recombinacion homologa.
Adhesion celular.

Sintesis y catabolismo del AMP .
Glucdlisis.

Respuesta inmune.

Inhibicion de proteasas.

Regeneracion tisular, respuesta inmune,
angiogénesis y diseminacion tumoral.

Empaquetamiento del ADN y regulacion de
ARNm.

Beta-oxidacion de acidos grasos.

Fendmenos de transicion epitelio-
mesénquima.

Control de ciclo celular.
Homeostasis celular.

Control de ciclo celular.

Sintesis proteica.

Metabolismo del azufre.
Endocitosis mediada por clatrina.
Metabolismo de lipidos.

Proteolisis.

En negrita se resaltan aquellas proteinas que se postulan como posibles biomarcadores.
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CONCLUSIONES

Conclusion general:

El estudio clinico-patologico, inmunohistoquimico y molecular de los tumores de los
pacientes con CC confirm¢ la perforacion intestinal, la obstruccidn, la invasion linfo-
vascular y la invasion perineural como marcadores independientes de peor prondstico,
validando la representatividad de esta serie. Ademas, el andlisis protedmico evidencio
biomarcadores de riesgo de recaida tanto independientes como dependientes de la
lateralidad del tumor, asi como biomarcadores de buen prondstico.

Conclusiones especificas:

1.

De acuerdo con los datos de nuestra serie de pacientes, se propone el aumento de la
expresion de las proteinas integrina B1, FBN1, CACYBP, TUFM, SLC25A5 como
posibles biomarcadores de riesgo de recaida independientes de la lateralidad.

Se propone la disminucién de la expresion de las proteinas EEF1D, EEF1G, A2M,
APOH, ATP5F1B, CTGS, CYCS, DDOST, EEF2, FAU, HSP90AA1, HSPAS,
KHSRP, H4C6, SERPINGI1, XRCC5 como posibles biomarcadores de riesgo de
recaida independientes de la lateralidad.

En los CC existe una expresion proteica diferencial en funcion de la lateralidad:

o Las proteinas EEF1D, EEF1G, RPL14, TKT, LDHA, GSTO1, ENOI, EIF4Al,
A2M, APOH, CTSG, DDOST, EEF2, FAU, HSPAS, HSP90AA1 ,HSPAS,
KHSRP, KNG1, ACAA2; MPO, AZU1, COPA, COPBI, H4C6, XRCC5, DHX9,
ALDH2, CRBI1, SERPINCI1, SERPINGI1, SLC25A5 se encuentran mas
expresadas en los tumores localizados en el lado derecho.

o Las proteina FBN1, ATP5F1B, EIF2S1, TUFM, ALDOC, HMGCS2, PARP1,
CACYBP se encuentran mas expresadas en los tumores localizados en el lado
izquierdo.

Se han definido las siguientes proteinas como posibles biomarcadores de riesgo
dependientes de la lateralidad:

o La infraexpresion de RACKI1, RPL14, GSTO1, HMGCS2, ACAA2, ACADVL,
DHX9, ALDH2, CRB1, KNGI1, AKR1A1, HPX, SERPINCI se postulan posibles
biomarcadores de riesgo en los tumores localizados en el lado derecho.

o La infraexpresion de COPA se postula como un posible biomarcador de riesgo en
los tumores localizados en el lado izquierdo.
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. Las 48 proteinas expresadas de manera exclusiva en el grupo Sin Recaida, y que

estan implicadas mayoritariamente en el control de la respuesta inmune, podrian

constituir marcadores de buen prondstico.

o Dentro de este grupo se postulan como posibles biomarcadores de buen prondstico:
M3K9, AKR7A, SLPI, GSTMI1, Galectina-7, ABAT, LSAMP, RTN1, LYPDS,
CADM2, FBX030, GGH, ATP6VOA1, CYRIB, DUX4, NDRG?2.

Se han encontrado 302 proteinas expresadas de manera exclusiva en el grupo
Recaida.

o Dentro de este grupo se postulan como posibles biomarcadores de mal prondstico:
EIF3B, EIF3D, EIF3F, EIF4G1, EIF4H, EIF5, COX5B, COX6B1, NDUFA4,
LARSI1, EPRSI1, SF3B1, SNRPA1, GBE1, UGP2. GYS1, SARIA, PDCDS6,
TRRAP, RUVBLI1/2, LAMAS, ITGA6, NT5, HK3, C1S, CES2, CST1, CST2,
PLG, S100A10, SSRP1, ECHS1, MCCC2, MMP9, SUPT6H, THBS2, S100A 14,
GPX2, GPX3, PPP2R1A, RPL32, TST, CES1, AP2M1, PSMCI1, PSMD11,
HEXB, PSMB4, DSG3, PREP, APEH.

. Larealizacion de una cirugia urgente, el debut como obstruccion o perforacion, asi

como la presencia de invasion linfovascular y perineural se asociaron a una menor
supervivencia en nuestra serie, confirmandose como factores clinicos de mal
pronostico.

. Larecaida a nivel hepatico y peritoneal implicd un peor prondstico en nuestra serie

frente a la recaida pulmonar o ganglionar exclusiva.

. Ennuestra serie, la presencia de mutaciones en BRAF, NRAS, KRAS, TERT y p53 no

tuvo implicaciones prondsticas.
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disponible, los requisitos étcos, metodolégloos y legales exigibles a los estudios de InvesH-
gacién con seres humanos, sus muestras o reglstro y los Procedimientos Normalizadas da
Trabajo del Comits, emite un dictamen FAVORABLE para la realizacin del cltado estudie.
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+ I. Victor del Campo Pérez (Secretarie Suplanta). Médice Espacialista en Medidna Pre-
ventiva ¥ Salud Pdblica

= 1A, Marizol Alra Quimteda, Médica Especialista en Medicing Pamiliar y Commitaria

« T4, Irfa Apariclo Redriguex. Midlea especiallsta en Obstetricla ¥ Glnscolagia.

* In Joryge Luis Artas Dfern. Licenciado en Plsicas. Centro TermoKixico ALIMEN,

+ 1. Panlp Bpend Capeding. Licenclado en Matemdticas. Experto en Protecrién de Datos.
+ DA Manuels Ferndndez Barredra Licenciada en Derecho.

+ 1. M Elena Gallardn Martin. Médica Especiallsta en Oneologta Médica.

+ I, Adolfo Paradela Carreiro. Farmacéutico de Atencidn Especiallzada.

- D. Eloy Sinches Hertdndez. Médico Especialista en Apatato Digestivo,

+ DU, Cristina Torreira Bangas. Médica Especialista en Andllsis Clinicos.

« DA, Mirkas Viizque Campo. Diplomada Untversitaria de Enfermenta.
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Anexos

2. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DEL ESTUDO: Uso de protedmica para la determinacién de biomarcadores en cancer de colon
localizado y localmente avanzado.
INVESTIGADOR: Soledad Cameselle Garcia

CENTRO: Complexo Hospitalario Universitario de Ourense

Este documento tiene como objetivo ofrecerle informacion sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de Galicia.

Si decide participar en él, puede recibir informacion personalizada del investigador, leer antes este documento
y hacer todas las preguntas que precise para comprender los detalles sobre el mismo. Si asi lo desea, puede
llevarse el documento, consultarlo con otras personas y tomarse tiempo para decidir si participa.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria y usted puede decidir no participar, o si acepta
hacerlo, cambiar de parecer retirando su consentimiento en cualquier momento sin obligacion de dar
explicaciones. Le aseguramos que esta decision no afectara a la relacion con los profesionales sanitarios que
le atienden ni a la asistencia sanitaria a la que usted tiene derecho.

. Cual es la finalidad del estudio?

El objetivo de este estudio es la biisqueda de un biomarcador, esto es, un indicador que nos permita saber qué
pacientes intervenidos de un cancer de colon podrian tener mas riesgo de recaia de la enfermedad durante los
primeros 5 afios después de la cirugia. Para eso, se van a analizar las caracteristicas de las proteinas de su tumor
mediante una serie de técnicas que se conocen con el nombre de protedmica.

Se trata de un estudio retrospectivo y experimental y no implica modificaciones en el manejo de su
enfermedades ni pruebas, ni visitas adicionales a las ya realizadas. Este tipo de estudio es importante para
identificar pacientes con cancer de colon que se pudiesen beneficiar de un tratamiento complementario mas
intensivo tras la cirugia.

Por qué me ofrecen participar a mi?

Usted ha sido invitado a participar debido ha sido diagnosticado de un cancer colorrectal intervenido y por
tanto se incluye en la poblacion objeto de este estudio.

,En qué consiste mi participacién?

Su participacion consiste en permitirnos consultar y recoger los datos de su historia clinica. Se recogeran datos
como mes y afio de nacimiento, sexo, fecha del diagnostico del cancer de colon, fecha de recaida o ultima
visita, fecha de la cirugia y tipo de intervencion, asi como las caracteristicas de la enfermedad y el tratamiento
recibido. Se hard un seguimiento de su evolucion durante un periodo de 5 afios tras la cirugia.

Debe saber que su participacion no implica cambios en su tratamiento, ni mayor duracion de su consulta
habitual.

Ademas, una muestra de su tumor sera enviado desde el Servicio de Anatomia Patologica del Complejo
Hospitalario Universitario de Ourense al Servicio de Anatomia Patoldgica del Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago. Alli, en la Unidad de Protedmica del Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago,
bajo la responsabilidad de Susana Bravo Ruiz se analizara la muestra.
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Se analizara como se expresan las proteinas en el tumor. Después se compararan los datos de los pacientes que
participen en el estudio para identificar un posible biomarcador de agresividad.

Su participacion tendra una duracion total estimada de 10 minutos.

. Qué molestias o inconvenientes tiene?

Su participacion no implica molestias adicionales a las de la practica clinica.
., Obtendré algin beneficio por participar?

No se espera que usted obtenga un beneficio directo por participar en el estudio. La investigacion tiene como
objetivo descubrir aspectos desconocidos o poco claros sobre el cancer de colon localizado. Esta informacion
puede ser util en el futuro para otras personas.

Recibiré la informacién que se obtenga del estudio?
Si Vd. lo desea, se le proporcionara un resumen de los resultados del estudio.
¢, Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran enviados a revistas cientificas para su difusion, pero no se transmitira
ningun dato que pueda llevar a la identificacion de los participantes.

Informacion referente a sus datos/muestras:

La obtencion, tratamento, conservacion, comunicacion y cesion de sus datos/muestras se hara conforme a lo
dispuesto en el Regulamento General de Proteccion de Datos (Reglamento UE 2016-679 del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 27 de abril de 2016), la normativa espafiola sobre proteccion de datos de caracter
persoal vigente, la Ley 14/2007 de investigacion biomédica y el RD 1716/2011.

La institucion en la que se desarrolla esta investigacion es la responsable del tratamento de sus datos, pudiendo
contactar con el Delegado/a de Proteccion de datos a través dos seguintes medios: enderezo

Los datos/muestras necesarias para realizar este estudio seran recogidos y conservados de modo

o Pseudonimizados (Codificados), la pseudonimizacion es el tratamiento de datos personales de
manera tal que no pueden atribuirse a un/a interesado/a sin que se emplee informacion adiccional. En
este estudio solo el equipo investigador conocera el codigo que permitira saber a su identidad.

La normativa que rige el tratamiento de datos de personas, le otorga el derecho a acceder a sus datos, oponerse,
corregirlos, cancelarlos, limitar su tratamiento, restringir o solicitar la supresion de sus datos. También puede
solicitar una copia de los mismos o que esta sea remitida a un tercero (derecho de portabilidad).

Para ejercer estos derechos puede usted dirigirse al Delegado/a de Proteccion de Datos del centro a través de
los medios de contacto antes indicados o al investigador/a principal de este estudio en la direccion electronica:
soledad.cameselle.garcia@sergas.es y/o tfno.: 605534509

Asimismo, usted tiene derecho a interponer una reclamacion ante la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos,
cuando considere que alguno de sus derechos no fue respetado.

El equipo investigador y las autoridades sanitarias que tienen deber de guardar a la confidencialidad, tendran
acceso a todos los datos recogidos en el estudio. Se podra transmitir a terceros informacion que no pueda ser
identificada. En el caso de que alguna informacion, sea transmitida a otros paises, se realizara con un nivel de
proteccion de los datos equivalente, como minimo, al exigido por la normativa espaiiola y europea.

Al acabar el estudio y conforme a la normativa, sus muestras bioldgicas y sus datos serdin Anonimizados, es
decir, que se rompe todo vinculo que pueda identificar a la persona donante de la muestra/datos, no pudiendo
ser identificado ni siquiera por el equipo investigador. El remanente de las muestras sera devuelto al archivo
de muestras del Servicio de Anatomia Patoldgica de origen (Complejo Hospitalario Universitario de Ourense).
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Vd. podra solicitar la destruccion o anonimizacion de su muestra en cualquier momento, dirigiéndose al
investigador principal. Tiene que saber que esto no sera de aplicacion a los datos resultantes de los analisis que
ya fueran hechos.

.Existen intereses econémicos en este estudio?

Esta investigacion estd promovida por Thab Abdulkader Nallib con fondos aportados por el Grupo de
Investigacion de Patologia del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS).

El investigador no recibira retribucion especifica por la dedicacion al estudio.

Vd. no sera retribuido por participar. Es posible que de los resultados del estudio se deriven productos
comerciales o patentes; en este caso, Vd. no participara de los beneficios econdmicos originados.

Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Vd. puede contactar con Soledad Cameselle Garcia en el teléfono 605534509 y/o a través del correo
electronico: soledad.cameselle.garcia@sergas.es

Muchas gracias por su colaboracién.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDO DE
INVESTIGACION

TITULO:

Yo,

e Heleido la hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado que se me entrego, pude
conversar con y hacer todas las preguntas sobre el

estudio necesarias.

e Comprendo que mi participacion es voluntaria, y que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin
tener que dar explicaciones y sin que eso repercuta en mis cuidados médicos.

e Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja de informacion
al participante.

e  Presto libremente a mi conformidad para participar en este estudio.
Al acabar el estudio, los DATOS/MUESTRAS, acepto que sean:
0 Anonimizados para usos futuros noutras investigacions.

RESTRICCIONES DE USO: Non autorizo emplear mis muestras en investigacions que

Firmado.: El/la participante, Firmado.:El/la  investigador/a que  solicita el
consentimento

Nombre ¢ apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA LA PARTICIPACION EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION (para los casos en los que el participante no puede lee/escribir)

El testigo imparcial tendra que identificarse y ser una persona ajena al equipo investigador.

TITULO:

Yo

, como testigo imparcial, afirmo que en mi presencia:

Se le ha leido a la hoja de informacion al
participante del estudio arriba mencionado que se le entregd, y pudo hacer todas las preguntas sobre
el estudio necesarias.

Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio cuando quiera, sin
tener que dar explicaciones y sin que eso repercuta en sus cuidados médicos.

Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja de informacion
al participante.

Presta libremente a su conformidad para participar en este estudio.

Al acabar el estudio, los DATOS/MUESTRAS, acepto que sean:

O

Anonimizados para usos futuros noutras investigacions.

RESTRICCIONES DE USO: Non autorizo emplear mis muestras en investigacions que

Firmado.: El/la testigo, Firmado.:El/la  investigador/a  que solicita el
consentimento
Nombre e apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO PARA EL REPRESENTANTE LEGAL PARA LA
PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

TITULO:

Yo, (nombre y apellidos), representante legal de -
(nombre y apellidos):

e Heleido la hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado que se me entrego, pude
conversar con y hacer todas las preguntas sobre el

estudio necesarias.

e Comprendo que su participacion es voluntaria, y que puede retirarse del estudio cuando quiera, sin
tener que dar explicaciones y sin que eso repercuta en sus cuidados médicos.

e Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas en la hoja de informacion
al participante.

e  Presto libremente su conformidad para participar en este estudio.
Al acabar el estudio, los DATOS/MUESTRAS, acepto que sean:
0 Anonimizados para usos futuros noutras investigacions.

RESTRICCIONES DE USO: Non autorizo emplear mis muestras en investigacions que

Firmado.: El/la representante legal, Firmado.:El/la  investigador/a que solicita el
consentimento

Nombre e apellidos: Nombre y apellidos:

Fecha: Fecha:
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3. PUBLICACIONES RELACIONADAS CON LA TESIS

o Cameselle-Garcia, S. et al. P-221 Prediction of colon cancer recurrence based on
proteomic biomarkers. Annals of Oncology, Volume 34, S94.

sl-1plus. liplatin versus cap

py in the treatment of
colorectal cancer: A meta-analysis

J. Lalusis, J. Pandy
St. Luke’s Medical Center - Quezon City, Quezon City, Philippines

Background: $-1, also known as TS-1, is an oral fluoropyrimidine formulation similar
to capecitabine mainly developed in Japan. It consists of 3 components: tegafur, 5-
chloro-2,4-dihydroxypyridine (gimeracil or CDHP), and oteracil potassium. S-1 has
comparable efficacy and lower risk of hand-foot syndrome compared to capecitabine.
Several trials have shown the feasibility and efficacy of S-1 plus oxaliplatin (SOX) as an
upfront chemotherapy for metastatic colorectal cancer. There have also been several
studies comparlng SOX with Capeutablne plus oxaliplatin {CapeOx), a well blished
first-line ch Py bination for rr ic colon cancer. Efficacy data from
these studies have been conflicting with some suggesting non-inferiority of SOX with
CapeOx and some proposing a preference of one over the other. This meta-analysis
evaluated data from high-quality trials to provide evidence in forming recommen-

dations on the use of S-1 plus in the tr of metastatic col |
cancer.
hods: A ic search of English-I articles on PubMed, Cochrane and

Google scholar was utilized to identify randomized trials (RCTs) investigating S-1 plus
Oxaliplatin (SOX) versus Capecitabine plus Oxaliplatin (CapeOx} in the treatment of
patients with metastatic colorectal cancer. Clinical trials published from 2008 to
February 2023 were included in the search. Quality of the studies were assessed using
the Revised Cochrane risk-of-bias tool for randomized trials (RoB 2). Inverse variance
was the statistical method used with random effects as the analysis model in the
production of production of the Forest plot and calculation of risk ratio (RR) at 95%
confidence Intervals (Cl).

Results: Quality assessment of the four (4) RCTs included in the study (N = 796), all of
which were conducted in Asia, showed a low risk of bias. Heterogeneity was absent
with a computed | 2 of 0% ( p = 0.87) indicating no significant difference between the
groups. Pooled results of the 4 studies showed statistically significant increase in
overall response rate of patients given SOX regimen compared to CapeOx (RR 1.41,
95% Cl 1.19-1.66, p < 0.0001).

abstracts

with stage |ll CC and 41,7% with stage |l at diagnostic. Only 2 patients with stage | CC
were mcluded both in group B 87,5% of patients in group B had a clinical or histo-
pathol r factor vs 68% of patients in group A. NRAS gene was
mutated in 6, 3% of patients in group B, with no NRAS mutations in group A. Loss of
CDX2 immunohistochemical expression was detected in 10,4 % of tumors of group B
vs 4% in group A. The quantitative proteomic praofiling showed that 4 proteins were
significally overexpressed in group B tumors: integrin beta-1, fibrillin-1, cacyclin
binding protein and prolargin.

Conclusions: The overexpression of integrin beta-1, fibrillin-1, cacyclin binding protein
in the tumors of the group of patlents with high risk of relapse and stage I-lll CC
suggests a possible role of these proteins as biomarkers. Prolargin was overexpressed
showing very high levels in only 4 patients, 2 of them having autoimmune diseases
that can justify these findings. More studies are needed to validate these proteins as
predictive biomarkers.

Legal entity responsible for the study: The authors.

Funding: Has not received any funding.

Disclosure: All authors have declared no conflicts of interest.

https://doi.org/10.1016/j.annonc.2023.04.277

Prognnstlc value of skeletal muscle area at diagnosis in
with | I cancer: A single

Insﬁtutlon experience

M. Rios’, D. Vifial’, A. Rueda-Lara’, M. Alameda’, G. Martin-Montalvo?,
N. Rodriguez-Salas®, J. Feliu®

“Autonomous Unlversity of Madrid, Madrid, Spaln; Hospltal Universitarlo La Paz,
Madrid, Spain

Background: Sarcopenia is a poor prognostic feature of patients with cancer. Skeletal
muscle area is a surrogate marker for sarcopenia. We aim to assess the prognostic
value of the SMA at diagnosis in patients with metastatic colorectal cancer (mCRC).

hods: This is an observational retrospective study. We included all the patients

Conclusions: SOX therapy significantly improved overall r rate to

first-li

with di is of de novo mCRC from January 2017 to June 2018 at Hospital Uni-

CapeOx in the treatment. This suggests 5-1 plus Oxaliplatin as a paossibl
chemotherapy for metastatic colorectal cancer alternative to Capecitabine plus
Oxaliplatin.

Legal entlty responsible for the study: The authors.
Funding: Has not received any funding.
Disclosure: All authors have declared no conflicts of interest.

https://doi.org/10.1016/j.annonc.2023.04.276

Prediction of colon cancer

biomarkers

based on pi i

S. Cameselle-Garcia®, M. Salgada Fernandez?, A. Fernéndez-Montes", N. Garcia Cid?,
5. Cameselle-Garcia

R. Alvarez Llosa’, M. Penin Corderi’, F. Gude-Sampedro®, J. Garcla Gémez',

J. Garcia Mata®, I. Abdulkader Nallib®, S. Bravo Lépez*

Icomplexo L de Ourense, Ourense, Spain; Complejo Hospi-
talario L de 7 de Ci la, A Coruiia, Spum, Pa-
thology Department, University Clinical Hospital of de Ct

de C la, Spain; “L y Clinical spital and Health Research Institute
(IDIS}; CIBERONC. iago de Ci la L ity School of Medicil iogo de

Compostela, Spain

Background: Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and the sec-
ond leading cause of cancer-related death worldwide. The current standard care for
nonmetastatic colon cancer (CC) is surgery followed by adjuvant treatment when a
stage Ill or high-risk stage Il CC is diagnosed. Although 80% of patients with stage 11 CC
and 60% of patients with stage Ill CC are cured with surgery alone, some of them
would benefit of adjuvant treatment. The detection of predictive biomarkers is
important to select patients in high-risk of recurrence to guide the decision of
treatment. The alm of this study Is to find a useful biomarker to detect patlents with
stage I-Il CC in high risk of recurrence by the use of differential proteomic.

Methods: A total of 73 tumor ples from p with ly resected stage |-
Il CC were included in this study. Patients were stratified into two groups: Group A
(disease free after 5 years follow-up) and Group B (patients who have relapsed). We
perform a quantitative proteomic large-scale LC-MS/MS-based assay using label free
techniques as SWATH-MS to obtain the quantitative proteomic profiling of tumor
samples to identify effective protein networks and biomarkers to predict risk of
recurrence in these patients. We select the most interesting proteins based on the p-
value 1.5. We also analysed the main clinical and molecular characteristics.

Results: 25 patients were included in group A and 48 patients in group B. The median
age was 68,12 (8,8; 44-85) in group A and 70,27 (8,5; 48-89) in group B. 52% of the
patients in group A and 60,4% in group B were men. Group A included 48% of pa-
tients with stage Il and 52% stage Il CC, while group B included 51,7% of patients

s94

versitario La Paz. We measured the skeletal muscle area at diagnosis using Image J
software.

Results: A total of 81 patients were included. Seventy percent of the patients were
men, and 87% had ECOG 0/1 at diagnosis. Primary tumors were located in right/left
colon/rectum in 33, 36, and 31% of the patients, respectively. Median skeletal muscle
4rea (SMA) at diagnosis was 117,7 cm2 (range: 66 to 205 cm2). We selected 113,92
cm2 as the cutt-off value for SMA based upon the Youden Index of the area under the
curve (AUC) for survival at 36 months (AUC: 0.71, p = 0.014). Forty-eight patients
(59%) had a high SMA. High SMA was significantly associated with male sex (p <
0.001) and with receiving active treatment rather than best supportive care (p =
0.005). SMA was also directy correlated with albumin levels {r = 0.254; p = 0.02).
After a median follow up of 41 months, 59 deaths were observed. Median overall
survival was 10.8 months (95% confidence Interval (Cl): 0,0 to 22.1) in the low SMA
graup and 19,2 months (95%Cl: 7.2 to 31.3) with a Hazard Ratio (HR) for death of 0.57
(95%Cl: 0.34 to 0.95); p = 0.034. At 36 months, 34% and 14% of the patients remain
alive in the high and low SMA cohorts, respectively.

Conclusions: In our study, SMA at diagnosis was an adverse prognostic factor for
survival in patients with mCRC. Larger real-world data and interventional studies are
needed to confirm this results and improve the outcomes these patients.

Legal entity responsible for the study: The authors.
Funding: Has not received any funding.
Disclosure: All authors have declared no conflicts of interest.

https://doi.org/10.1016/j.annonc.2023.04.278
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itional ing and in

for gastrointestinal uncers in west of Algerla

A. Djounidi, N. Merair
Oran Military Hospital, Oran, Algeria

Background: Malnutrition is very comman among cancer patients, and is associated
with an increase in morbidity and mortality. The highest prevalence of cancer patients
with nutritional deficits is seen in those with tumors of the gastrointestinal tract (GEl).
However the prevalence and severity of malnutrition is not assessed systemically in
Algerian GEI cancer patients. This is why the implementation of strategies to detect
early malnutrition at all stages of the disease is essential to take measures to avoid
their fatal consequences and to improve the quality of life of patients. the aim of this
work is to try to find out which nutritional test is to be used systematically to detect a
risk of malnutrition in patients with GEI cancer.

Methods: This is a prospective study carried out in the medical oncology department
of the military hospital of Oran between September 1, 2022 and March 1, 2023. all
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o Cameselle-Garcia S, Fernandez Montes A. Is the transverse colon the new right?-
similarities in EGFR drug response and prognosis. J Gastrointest Oncol. 2024 Oct

31;15(5):2363-2366.
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Is the transverse colon the new right? —similarities in EGFR drug
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Soledad Cameselle-Garcia”, Ana Fernindez Montes”

Gastrointestinal Cancer Unit, Medical Oncology Department, Complexo Hospitalario Universitario de Ourense, Ourense, Spain

Corvespondence to: Ana Fernindez Montes, MD. Gastrointestinal Cancer Unit, Medical Oncology Department, Complexo Hospitalario Universitario
de Ourense, Ramén Puga S/N, 32005 Ourense, Spain. Email: afm1003@hotmail.com.

Comment on: Solar Vasconcelos JP, Chen N, Titmuss E, ez 4/. Transverse Colon Primary Tumor Location as a Biomarker in Metastatic Colorectal
Cancer: A Pooled Analysis of CCTG/AGITG CO.17 and CO.20 Randomized Clinical Trials. Clin Cancer Res 2024;30:1121-30.

Keywords: Colon; anti-epidermal growth factor receptor (anti-EGFR); laterality; transverse

Submitted Apr 16, 2024. Accepted for publication Aug 12, 2024. Published online Oct 10, 2024.

doi: 10.21037/jgo-24-272
View this article at: https://dx.doi.org/10.21037/jgo-24-272

There is currently no clear definition regarding the exact
division point between right-sided and left-sided colon
cancer. The most widely-accepted definition establishes the
right colon as the region of the large intestine extending
from the ileocecal valve to the proximal two-thirds of the
transverse colon, while the left colon includes the distal
third of the transverse colon, descending colon, and sigmoid
colon (1). This differentiation is supported by the different
embryonic origins of these regions. More recently, the
colon was dichotomized, with the right colon including the
ileocecal valve to the splenic flexure, and the left colon from
the splenic flexure to the rectum (2). It is now known that
these anatomical differences are complemented by clinical
and molecular differences that confer unique characteristics
to each location.

Right-sided colon carcinomas account for a third of
all colorectal cancer (CRC). They are more common in
women, often have a mucinous component, with a signet
ring cell histology, and tend to be more undifferentiated
tumors. Additionally, cancers on the right side tend to
spread peritoneally, while those on the left side are more
likely to metastasize to the lungs and liver (3,4). This
different biological behavior reflects the existence of distinct
carcinogenesis pathways on each side, which has served as a
rational basis to explain the differences in response to anti-
epidermal growth factor receptor (EGFR) treatments, as

proposed in the recent article by Solar Vasconcelos ez 4l. (4).

Tumors on the right side are characterized by being
associated with mutations in the BRAF and RAS genes,
as well as microsatellite instability and an increased
hypermethylation of cytosine-phosphate-guanine (CpG)
islands (5). Forty percent of CRC harbor KRAS missense
mutations in codons 12, 13, or 61 which confer a lack
of response to anti-EGFR therapies (6). KRASG12C is
detected in 2-4% of metastatic CRC (mCRC) and depicts
an aggressive disease with a disappointing response to
standard treatments (7). Recent studies however, have
evaluated the combination of small oral inhibitory
molecules, as sotorasib or adagrasib, with anti-EGFR
therapies achieving promising results (8,9).

‘Tumors on the left side are typically associated with
chromosomal instability (CIN), high DNA copy number
variation (CNV), and high dependence on the WNT
and MYC pathways. Left-sided tumors also present
more mutations in RAS, APC and p53, HERI and HER2
amplifications, as well as gene expression profiles that confer
greater sensitivity to EGFR-targeted therapies (10,11).

Retrospective analyses of randomized studies have
evaluated the efficacy of anti-EGFR therapies in patients
with RAS wild-type CRC based on laterality. One such
study addressed the prognostic and predictive value of
tumor laterality and RAS wild-type status in patients
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treated with chemotherapy and anti-EGFR therapy across
six phase III studies, CALGB 80405, CRYSTAL, PRIME,
PEAK, FIRE 3, and 200501819 (12). This retrospective
analysis showed that left-sided tumors had greater benefit
in overall survival (OS), objective response rate (ORR),
and progression-free survival (PFS) with the addition
of an anti-EGFR drug to chemotherapy compared to
chemotherapy alone or chemotherapy plus bevacizumab
in first-line treatment of mCRC. However, the benefit
is not as clear in tumors located on the right side. These
results are consistent with data from the PARADIGM10
study (13). In the phase IIl PARADIGM study, 823 patients
with RAS wild-type mCRC were randomized to receive
panitumumab or bevacizumab in combination with standard
first-line chemotherapy. This study showed greater benefit
in OS in patients treated with the anti-EGFR combination
and with tumors located on the left side, as well as in the
overall population. On the other hand, this benefit was not
achieved in patients with right-sided tumors. In this context,
the value of associating an and-EGFR in padents with left-
sided RAS wild-type CRC is clearly established, while its
use in right-sided colon cancer remains controversial.

A recent meta-analysis analyzing the PEAK, CALGB/
SWOG 80405, FIRE-3, PARADIGM, and CAIROS studies
showed a benefit in PFS when associating an anti-vascular
endothelial growth factor (VEGF) versus an anti-EGFR in
RAS wild-type mCRC patients with right-sided tumors (14).
Given the results of previous studies and the limited efficacy
of anti-EGFR agents in this patient subgroup, National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) and European
Society for Medical Oncology (ESMO) guidelines now
recommend in first-line treatment of advanced or mCRC,
combining an anti-VEGF agent with chemotherapy for
tumor harboring proficient mismatch repair/microsatellite
stable (p)MMR/MSS) and wild-type RAS and RAF;
combining an anti-EGFR agent with chemotherapy for left-
sided tumor harboring pMMR/MSS and wild-type RAS and
RAF (15,16).

Further questions are raised in the case of patients
diagnosed with RAS wild-type colon cancer located in
the transverse colon. Patients with a tumor located in the
transverse colon are not well represented in clinical studies due
to their low frequency and lack of previous consensus in terms
of a definition. Indeed, the CALGB 8040513 study excluded
these patients (17), while other studies [CRYSTAL (18),
PRIME (19), PEAK (20), FIRE-3 (21), and 20050181 (22)]
included this population with those patients having disease
in the right colon. Thus, the fact that characteristics
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associated with the most distal third of the colon may more
closely reflect characteristics of left-sided tumors based on
embryonic origin was not taken into account.

Both the prognostic and predictive value of response to
anti-EGFR drugs diminish with more advanced treatment
lines, and location may not be relevant in the advanced
setting due to the acquisition of new resistance mutations.
Many trials, such as CORRECT or SUNLIGHT have
reported significantly improved outcomes beyond second
line in unselected patients. The use of multikinase
inhibitors as regorafenib has been useful in this setting
despite its limited clinical benefit (8). Improvements in the
understanding of underlying mechanisms of resistance,
as ERBB2 amplification or PIK3CA (23), will change this
approach in the future.

In this context, the study by Solar Vasconcelos ez /.
shows interesting results regarding the predictive value
of response to anti-EGFR drugs and prognosis of tumors
located in the transverse colon, aiming to confirm similar
outcomes for the transverse colon and the right colon,
justifying the existing dichotomy between the right and left
colon (4). The analysis included a pool of 553 patients from
the CO.20 (24) and eCCTG/AGIT CO.17 (25) clinical
trials. These studies included mCRC patients treated with
anti-EGFR in advanced lines of therapy. The CCTG/AGIT
CO.17 trial included 572 patients. After excluding patients
with unknown BRAF and RAS status, data from 201 patients
were analyzed. The CO.20 study included 750 patients,
and data from 352 patients were analyzed, including only
those who had received cetuximab monotherapy treatment
and excluding those with a mutation in KRAS exon 2. Of
the 553 padents included, up to 352 presented a mutation
in NRAS, BRAF V600E, or KRAS exons 3 or 4; these data
were however not analyzed but nonetheless could have
impacted the data. Ninety percent of patients were heavily
pretreated, having received at least two lines of treatment,
and may have developed resistance mutations that were not
tested for.

When evaluating patients by laterality, only 32 of the
553 patients were classified as having a tumor located
in the transverse colon, limiting representativeness for
drawing solid conclusions. The results showed interesting
outcomes when analyzing the efficacy of anti-EGFR
(cetuximab) treatment. Cetuximab treatment compared to
best supportive care did not increase OS or PFS in patients
with tumors located in the transverse colon or right colon,
reinforcing the similarity between these locations. It also did
not result in an increase in ORR, which was 0% in patients
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with tumors located in the transverse colon and 3.4%
in those with right-sided tumors. However, statistically
significant differences were found in tumors located on the
left side compared with transverse, with a response rate
of around 10%, median OS of 9.7 vs. 5.9 months [hazard
ratio (HR) =0.42; 95% confidence interval (CI): 0.27-0.67;
P=0.0002] and median PFS of 3.8 vs. 1.8 months (HR =0.49;
95% CI: 0.31-0.76; P=0.001) (4). These data are consistent
with those of previous publications (12,14).

Despite the limitations, the data presented in this study
indicate that there are multiple similarities between tumors
located in the right colon and in the transverse colon from
a prognostic standpoint, as a worse prognosis was observed
in the placebo arm compared to the left colon (4). This
reinforces the idea of the importance of colon laterality
based on embryonic origin, and hence its dichotomization.

From the perspective of predicting response to anti-
EGFR therapy, drawing conclusions for outcomes in
the transverse colon is more complex, and these results
should be considered as hypothesis-generating due to the
low number of cases, retrospective nature, and absence of
using location as a stratification criterion in both analyzed
meta-analyses. As such, further in-depth data analyses are
necessary to determine reliable conclusions regarding the
predictive value in terms of response to anti-EGFR therapy
in the transverse colon.
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El cancer colorrectal (CCR) es el cuarto mas frecuente a nivel mundial y la tercera causa
de muerte relacionada con cancer. En las ultimas décadas su incidencia esta en aumento,
aunque acompafiada de un descenso de la mortalidad. Esto se debe a la implementacion
de los programas de cribado, una mejora en los tratamientos antineoplasicos, el
desarrollo de biomarcadores y las terapias dirigidas.

El 80% de los pacientes con cancer de colon (CC) se diagnostican en estadios
localizados o localmente avanzados (estadios I, I y IIT) donde la cirugia es el tratamiento
de eleccion. La supervivencia a los 5 afios tras la cirugia de pacientes con CC estadios
IT y III se sithia en torno al 45-83% y la administracion de un tratamiento adyuvante tras
la cirugia ha demostrado un aumento de la supervivencia de apenas un 8% a los 8 afios.
Por todo ello, es necesario realizar una seleccion mas adecuada de los pacientes
candidatos a un tratamiento adyuvante. Para eso, es preciso identificar marcadores de
mal pronostico mas alla de la anatomia patologica y de los factores de riesgo clasicos en
los que se apoyan las indicaciones actuales.

En este estudio, ademas de evaluar los factores clinicos de riesgo clasicos, se ha
realizado un andlisis de proteémica diferencial, tanto cuantitativa como cualitativa, para
evaluar el riesgo de recaida en pacientes con CC localizado. Para ello, se compararon
las muestras de tumores de pacientes intervenidos de un CC localizado, libres de
enfermedad a los 5 afos, frente a las muestras de pacientes que habian presentado
recaida durante los 5 primeros afos tras la cirugia.
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