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1. Anatomia y fisiologia del intestino grueso
1.1 Anatomia del intestino grueso

El intestino grueso es la parte final del aparato digestivo que comprende desde el ileon
terminal hasta el canal anal. Su longitud oscila entre 1,35 y 1,50 m, y su diametro es
de 7,5 cm en su parte inicial, disminuyendo en su progresion hacia la parte final hasta
los 2,5 cm. Presenta distintas regiones caracteristicas: ciego y apéndice vermiforme,
colon ascendente, colon transverso, colon descendente, colon sigmoides, recto y canal
anal (Figura 1) (1,2).
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Figura 1. Esquema anatomico del intestino grueso. Fuente: Fisiologia humana, 142 edicion,
Stuart Ira Fox.

El colon es un 6rgano hueco que esta recubierto por una pared, al igual que todo el
intestino grueso, formada por distintas capas. Desde la parte mas externa a la interna
se encuentran: capa serosa, capa muscular gruesa, submucosa y mucosa. La capa
mucosa engloba a su vez: epitelio, lamina propia (tejido conectivo) y muscularis
mucosae (0 muscular delgada) (Figura 2) (1,3). La capa serosa es una capa delgada
de tejido conectivo que en algunos puntos se continda con el peritoneo, mientras que
la capa muscular se divide en una capa muscular interna compuesta por fibras de
disposicion circular, y otra capa externa formada por fibras de disposicion longitudinal.
La linea muscular externa se agrupa en las tenias o cintillas longitudinales, que a nivel
de la porcion distal del colon sigmoide se fusionan para constituir la tunica longitudinal
del recto. La submucosa esta formada por un tejido conectivo muy denso que contiene

vasos sanguineos de gran calibre y en algunas zonas también presenta tejido adiposo.



La mucosa esta formada por un epitelio simple cilindrico que forma numerosas
glandulas mucosas tubulares denominadas “criptas de Lieberkiihn”, que aparecen
como invaginaciones de la superficie epitelial. La lamina propia esta constituida por
tejido conjuntivo laxo en el que alberga células del sistema inmune (linfocitos, células
plasmaticas, macréfagos), estructuras vasculares y nerviosas. La muscularis mucosae

es una delgada capa de fibras de musculo liso con distinta orientacion (2,4).
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Figura 2. Capas que forman la pared del intestino grueso. Fuente: Imagen tomada de
Sociedad Americana contra el cancer. Disponible en: https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-
de-colon-o-recto/deteccion-diagnostico-clasificacion-por-etapas/clasificacion-de-la-etapa.html

El colon ascendente (o derecho) se localiza en la parte anterior al rifndn derecho y
duodeno, se trata de una estructura retroperitoneal con irrigacién vascular sustentada
por ramas derivadas de la arteria mesentérica superior: arteria ileocdlica y arteria
célica derecha. El colon transverso se considera una estructura intraperitoneal con una
longitud variable, y su aporte vascular deriva de la arteria colica media derivada de la
arteria mesentérica superior. Los limites del colon transverso estan definidos a la
derecha por el angulo hepatico, y a la izquierda por la flexura esplénica. Tanto colon
ascendente como colon transverso estan inervados por el nervio vago. El colon
descendente es una estructura retroperitoneal, y se define como el segmento de colon
que comprende desde el angulo esplénico hasta el colon sigmoide. Ambos, colon
descendente y sigmoide, se localizan en el lado izquierdo, reciben suministro de
sangre a través de ramas de la arteria mesentérica inferior: arteria célica izquierda y
arterias sigmoideas; y estan inervados por nervios esplacnicos pélvicos (2,3). Su

funcién consiste en transformar el contenido liquido del ileon en heces semisdlidas,



mediante la absorcién de agua, sales y electrdlitos, fermentacion y producciéon de

moco (2,4) .

El recto es la porcion mas distal del intestino grueso que se une proximalmente al
colon sigmoide y converge distalmente en el canal anal. Al circular dentro de la pelvis,
el recto es el 6rgano visceral mas posterior en la cavidad pélvica con una relacion
anatémica diferente con las estructuras masculina y femenina. El recto mide entre 12 y
15 cm de longitud desde la unién rectosigmoidea hasta la linea dentada en el canal
anal. Su curso esta marcado por dos flexiones anteroposterior, con el recto primero
siguiendo la concavidad del sacro en la flexion sacra, y luego cursando con una
convexidad anterior en la flexion anorrectal. También hay tres flexiones laterales,
hechas por pliegues submucosos en la luz, llamadas valvulas de Houston. La porcion
final del recto es la ampolla, que es un segmento expandido que descansa sobre el
diafragma pélvico. El recto pasa al canal anal a nivel del musculo elevador del ano. La
capa muscular interna se engrosa en la unién anorrectal, formando el esfinter anal
interno mientras que la capa externa continia como la capa longitudinal del esfinter
anal. La arteria mesentérica inferior termina dando lugar a las arterias rectales
superiores (hemorroidales) que irrigan el recto y el tercio superior del canal anal.
Ademas también la arteria rectal media, que es una rama de la arteria iliaca interna,
irriga el recto distal y el canal anal proximal, asi como la arteria rectal inferior, que es
una rama de la arteria iliaca interna, irriga el tercio distal del recto. El recto funciona
principalmente como depdsito temporal para el almacenamiento de heces y juega un
papel integral en el control de la defecacion, asi como en el mantenimiento de la

continencia (5).

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre las tres partes anatomicas del intestino grueso (6).

Caracteristicas Colon proximal Colon distal Recto
Origen embrionario Intestino medio Intestino grueso Intestino grueso
Aporte sanguineo Arteria mesentérica Arteria mesentérica inferior ~ Arteria mesentérica

superior inferior
Inervacién nerviosa Vago Sacro (S2, S3, S4) Sacro (S2, S3, S4)
Funciodn fisiologica Absorcion agua y Absorciéon agua y Almacenaje fecal
principal nutrientes nutrientes
Otras funciones Fermentacion de etanol Fermentacién proteica
fisiolégicas y de acidos grasos de

cadena corta

A pesar de las diferentes partes que consta el intestino grueso, en términos
anatémicos, embrionarios y fisiolégicos se han propuesto tres segmentos para

entender los mecanismos del cancer colorrectal (CCR). Estos tres grupos son: colon



proximal, colon distal y recto. Las principales diferencias entre estas tres localizaciones

anatomicas estan definidas segun las caracteristicas observadas (Tabla 1).

1.2 Fisiologia del intestino grueso

Las principales funciones del intestino grueso son la absorcion de agua y otras
sustancias, mantener la osmolaridad de la sangre controlando los niveles de
electrolitos, y almacenar las sustancias de desecho en forma de heces. Los patrones
de contractilidad del colon son predominantemente no peristalticos y mezclan el
contenido del colon de un lado a otro para mejorar el contacto con la mucosa
absorbente. Un patron menos frecuente de motilidad del colon que ocurre de 6 a 8
veces al dia son las contracciones de propagacion de alta amplitud que barren el
colon, y a menudo desencadenan la necesidad de defecar. Ademas, el colon posee
una microbiota bacteriana anaerobia capaz de fermentar diferentes componentes de la
dieta y que también participa en la sintesis de algunos compuestos fundamentales

para diversas funciones metabdlicas (7).

Las condiciones fisiologicas del colon varian a lo largo del mismo. El pH presenta
valores entre 5,6 y 5,7 en el colon ascendente y colon transverso, debido a la
fermentacion de los acidos grasos de cadena corta (AGCC), mientras que en el tramo
que abarca el colon descendente, colon sigmoide y recto, el pH aumenta hasta valores
entre 6,6 y 6,8 debido a la absorcion de los AGCC y la secrecién de bicarbonato que
parte de la mucosa intestinal. El potencial redox del colon también presenta una
variacion desde -200 mV a -300 mV, asi como la presion de oxigeno en el lumen

intestinal, que varia entre 299 y 39 mm Hg (7).

El epitelio que recubre la mucosa del intestino forma una monocapa celular polarizada
formada por distintos tipos celulares. En el caso del intestino grueso, el epitelio esta
constituido por una Unica capa de células epiteliales situadas sobre la lamina propia
donde se encuentran las criptas de Lieberkiihn, unidad basica funcional del colon.
Estas criptas se caracterizan por la presencia de distintos tipos celulares: colonocitos,
células caliciformes y células enteroendocrinas (4). Aproximadamente la mitad
superior de las criptas esta revestida por un epitelio cilindrico constituido por
colonocitos y células caliciformes. Los colonocitos representan el tipo celular
predominante en la mucosa y su funcién es la de absorber agua, electrolitos y otras
moléculas de pequefio tamafio como los AGCC. Las células caliciformes son
glandulas unicelulares secretoras de mucina, que estan distribuidas de forma difusa
entre los colonocitos, y cuya funcidon es proteger al epitelio frente a la abrasion y

adherencia e invasion por bacterias patégenas. Diseminadas a lo largo del fondo de la
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cripta se localizan las células enteroendocrinas, capaces de secretar el
enteroglucagon y péptido intestinal vasoactivo que producen. En la mitad inferior de
las criptas se encuentran células menos diferenciadas, existiendo un grupo de células
madre, que a través de sucesivas divisiones asimétricas producen la renovacion
epitelial (4,7,8).

La polarizacion del epitelio y su permeabilidad estan determinadas principalmente por
la presencia de uniones estrechas (UE), que unen las células epiteliales entre si a
nivel apical. Las UE son estructuras complejas que involucran a un gran numero de
proteinas transmembrana conectadas entre si y con otras proteinas intracelulares, y
forman en el espacio intercelular una red de poros cuyos diametro y profundidad
variables determinan el grado de permeabilidad de la via paracelular. La permeabilidad
del epitelio en su globalidad esta determinada en un 80% por la permeabilidad de la
via paracelular. La profundidad de las UE es mayor en los segmentos distales del tubo
digestivo (colon) en comparacion con la parte proximal (duodeno), y en consecuencia,
el epitelio del duodeno y del yeyuno es mas permeable que el del colon. Por otra parte,
las UE delimitan dos compartimentos de la membrana plasmatica del enterocito, el
compartimento apical o luminal y el compartimento basolateral o sistémico, que
difieren entre si por su estructura, composicion bioquimica y funcién. Las UE son
cation-selectivas puesto que a pH fisiolégico algunas de las proteinas que las
componen poseen cargas negativas; esta caracteristica favorece la distribucion
asimétrica de los electrolitos y permite la generacién de una diferencia de potencial
entre ambos compartimientos que contribuye a su polarizaciéon. Este fendmeno se ve
reforzado debido a la presencia de la bomba Na’/K* ATPasa en la membrana
basolateral, que bombea Na' intracelular hacia el espacio intercelular,
intercambiandolo por K* (en una relacion de 3Na*/ 2K"). Por todo ello, el epitelio del
colon presenta una diferencia de potencial y resistencia id6nica elevada,
considerandose un epitelio cerrado o impermeable en comparacion con el epitelio del
intestino delgado, cuya diferencia de potencial y resistencia idénica presentan valores
bajos. Por lo tanto en el epitelio del tubo digestivo existe un gradiente préximo-distal de
polarizacién y de permeabilidad, que se relaciona de forma estrecha con sus funciones

de transporte de agua y electrolitos, y de barrera (9).

El epitelio coldnico se renueva continuamente a través de las células madre somaticas
o “stem cells” (SC) presentes en la base de las criptas de Lieberkiihn (Figura 3). La
division de las SC es de tipo asimétrico, de forma que generan dos células hijas

diferentes, una célula hija mantiene el fenotipo de SC y la otra se convierte en un



progenitor, pasando a formar parte del compartimento de células proliferativas que
migran hacia la superficie del tubo digestivo, sufriendo una diferenciacién estructural y
enzimatica, hasta finalmente alcanzar el epitelio superficial del colon o recto en
aproximadamente 5 dias formando parte de la poblacién celular funcional (8,10). Tras
alcanzar la superficie apical de las criptas, los colonocitos mas envejecidos son
eliminados por la exfoliacion provocada por el paso del contenido luminal, o
principalmente, por activacion del programa apoptético y posterior asimilacion de los

productos de desecho por colonocitos adyacentes o por macrofagos subepiteliales

(11).

Las SC se caracterizan por la retencion de un fenotipo indiferenciado, manteniendo la
capacidad de autonomia a lo largo de toda la vida del organismo, la produccion
continua de linajes de células diferenciadas completamente funcionales, y la
capacidad de regeneracion tras una lesién. Aunque son extremadamente susceptibles
a la apoptosis, las células progenitoras descendientes inmediatas, concretamente
hasta la tercera generacion, son capaces de adquirir las caracteristicas de las SC

segun demostraron una serie de estudios clasicos (10).

Proliferative
progeniors

Figura 3. Estructura y distribucion citolégica en el intestino grueso. Fuente: imagen tomada de
la publicacién Sancho E, Batlle E, Clevers H. 2004 (10).

Existen evidencias que las SC son el origen de los tumores intestinales, esto es en

parte debido a que presentan una vida mas larga que les permite acumular
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mutaciones a lo largo de los afios hasta que se desarrolla el tumor. Algunos estudios
han concretado que serian las SC multipotentes las que originarian el tumor debido a
su capacidad para diferenciarse en otros tipos celulares, incluyendo las células

tumorales (12,13).

Diversos estudios en mamiferos apuntan a un importante papel de la via de
sefalizacion Wnt en el CCR, concretamente mutaciones en el gen supresor tumoral
APC (Adenomatous polyposis coli), relacionado con la ruta Wnt, provocan el cambio
de esta via de sefalizacion hacia un estado activo de forma constitutiva, induciendo
una proliferacion masiva del numero de SC y células progenitoras de las criptas de

Lieberkiihn, con la consiguiente aparicion de carcinogénesis intestinal (14—16).

2. Cancer colorrectal
2.1 Concepto

El término cancer engloba un grupo numeroso de enfermedades que se caracterizan
por el desarrollo de células anormales, que se dividen, crecen y se diseminan sin
control pudiendo llegar a invadir cualquier tejido u 6rgano del cuerpo. Este fallo en el
control celular es debido a mutaciones en genes que controlan la proliferacion celular.
Las células normales se dividen y mueren durante un periodo de tiempo programado,
sin embargo la célula cancerosa o tumoral pierde la capacidad para morir y se divide
casi sin limite, llegando a formar masas denominadas tumores o neoplasias que en su

expansion pueden destruir o sustituir a los tejidos normales (17).

El cancer se puede extender a los tejidos y érganos vecinos a través de un proceso de
invasion local, migrando e infiltrando directamente las areas contiguas. Ademas, las
células tumorales pueden invadir los vasos sanguineos y linfaticos, y viajar a través de
ellos hasta otros 6rganos o tejidos distantes en los que puede implantarse creando
nuevos focos de enfermedad o metastasis, también conocida como enfermedad
diseminada, en contraposicion al foco inicial del tumor, que se conoce como tumor
primario. Pero ni todo cancer origina tumores, ni todos los tumores son malignos, ya
que también existen tumores que crecen a ritmo lento y que no se diseminan ni

producen infiltracion en tejidos contiguos, considerandose en este caso benignos (17).

El CCR es un tipo de cancer que como su nombre indica se desarrolla en el colon o el
recto, y que se puede desarrollar en cada una de las capas: mucosa, muscular o

serosa. Surge como una lesién en la cripta que pueden progresar mediante cambios



clinicos e histopatolégicos pudiendo formar desde pdlipos adenomatosos (tumores
benignos) hasta carcinomas (cancer maligno). El adenocarcinoma es el tipo mas
frecuente, constatando mas del 90% de los casos de CCR (18,19). EI CCR
generalmente deriva de podlipos displasicos, sin embargo los pdlipos son muy
prevalentes en el ser humano, afectando a la mayoria de los adultos de acuerdo con la
evidencia obtenida de estudios endoscopicos, y en su gran mayoria se comportan de
manera benigna, progresando rara vez hasta cancer. Ademas el tiempo necesario
para esta transformacion tan poco frecuente se estima que es como minimo de diez
anos (20).

2.2 Estadios tumorales

Después del diagnéstico de CCR hay que averiguar si existe propagacion, y si es asi,
hasta donde alcanza dicha diseminacion. Este proceso en el que se determina la
etapa o estadio del cancer se conoce como estadificacion y es una forma de describir
donde esta ubicado el cancer, si ha diseminado o hacia donde, y si esta afectando a
otros 6rganos del cuerpo. Conocer el estadio puede ayudar a predecir el prondstico
(supervivencia) de un paciente, asi como a tomar decisiones en cuanto al abordaje

terapéutico del mismo.

En este sentido, la clasificacion TNM en su 62 edicion, descrita por la International
Union Against Cancer (IUAC) y la American Joint Comité on Cancer (AJCC) es la
utilizada internacionalmente para la estadificacion del CCR (Tabla 2) y se utilizan mas

que las clasicas de Astler-Coller modificada o de Dukes (21,22).

Tabla 2. Clasificacion TNM segun la AJCC / IUAC.

TX - No evaluable

TO — No hay evidencia de tumor primario

Tis — Carcinoma in situ

T1 — Invasion de submucosa

T2 — Invasién de la muscular propia

T3 — Invasién de la subserosa o tejido pericoldnico o perirrectal no peritonizado
T4 — Invasion de érganos o estructuras pudiendo invadir el peritoneo visceral

Tumor primario (T)

NX — No evaluable
Ganglios linfaticos N0 — No hay metastasis en ganglios linfaticos regionales
regionales (N) N1 — Hay metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos regionales
N2 — Hay metastasis en 4 6 mas ganglios linfaticos regionales

- : MX — No evaluable
Mestast
estastasis @ MO — No hay metastasis a distancia
distancia (M) . . ) .
M1 — Hay metastasis a distancia
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De acuerdo a lo anterior, el estadio | del CCR se define como T1 - T2, NO, MO. El
estadio Il se subdivide en IIA (si el tumor primario es T3, NO, MO) y IIB (para T4, NO,
MO). El estadio Il se subdivide en IlIA (T1 - T2, N1, MO), lIlIB (T3 - T4, N1, MO) y llIC
(cualquier T, N2, MO0), y por ultimo, el estadio IV se define como cualquier T, cualquier

N, y la presencia de una o mas metastasis a distancia (MX) (Figura 4) (22,23).

") I
Capas —| SIS

musculares

Figura 4. Desarrollo del CCR por sus diferentes estadios. Fuente: imagen tomada de la
publicacién Motta Ramirez GA, Alonso Blancas E, Lozano et al., 2011 (23).

Las clasificaciones clasicas de Astler-Coller modificada o la de Dukes se basan en el
tumor primario y su penetracién, la metastasis en ganglios linfaticos regionales y si se
han extendido a lugares distantes (por ejemplo, higado o pulmén), pero no consideran
el numero de ganglios afectados ni el compromiso de estructuras adyacentes al tumor

como aspectos diferenciales para considerar grupos de prondstico adverso (22).

2.3 Epidemiologia

Dentro de todos los tipos de cancer, el CCR es una de las neoplasias mas frecuentes
en nuestro medio y representa un problema importante de salud publica ya que en
diferentes paises desarrollados ocupa uno de los primeros lugares en incidencia y
mortalidad. EI CCR se sitia como el tercer tipo de cancer mas frecuente en el mundo,
por detras del cancer de mama y pulmén segun la base de datos GLOBOCAN de la
OMS (24). A su vez ocupa el cuarto lugar en cuanto a incidencia anual por detras del
cancer de mama, pulmon y prostata, y el tercer lugar en cuanto a mortalidad por detras

del cancer de pulmén y mama (Tabla 3).
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Tabla 3. Estimacién de nuevos casos, incidencia y mortalidad para cada tipo cancer a nivel
mundial. Fuente: GLOBOCAN, pagina web “Global Cancer Observatory”, subseccion “Cancer
Today’. De la “International Agency for research on Cancer’, 6rgano perteneciente a la OMS.
Acceso: septiembre 2022.

Estimacion

Estimacion

T €O e nGmero Incidencia Incidencia nGmero Mortalidad Mortalidad

casos (TB) (TAE) muertes (TB) (TAE)

Mama 2.261.419 58,5 47,8 684.996 17,7 13,6
Pulmén 2.206.771 28,3 22,4 1.796.144 23,0 18,0
Colorectal 1.931.590 24,8 19,5 935.173 12,0 9,0
Prostata 1.414.259 36,0 30,7 375.304 9,5 77
Estémago 1.089.103 14,0 11,1 768.793 9,9 7,7
Higado 905.677 11,6 9,5 830.180 10,7 8,7
Cérvix 604.127 15,6 13,3 341.831 8,8 7,3
Esofago 604.100 7.8 6,3 544.076 7,0 5,6
Tiroides 586.202 7,5 6,6 43.646 0,56 0,43
Vejiga 573.278 7.4 5,6 212.536 2,7 1,9
Linfoma No Hodgkin 544 .352 7,0 5,8 259.793 3,3 2,6
Pancreas 495.773 6,4 4,9 466.003 6,0 4,5
Leucemia 474.519 6,1 54 311.594 4,0 3,3
Rifion 431.288 55 4,6 179.368 2,3 1,8
Utero 417.367 10,8 8,7 97.370 25 1,8
Cavidad oral 377.713 4.8 4,1 177.757 2,3 1,9
Melanoma 324.635 42 34 57.043 0,73 0,56
Ovario 313.959 8,1 6,6 207.252 54 4,2
E:zf:?;zg f;tt‘::l‘a 308.102 4,0 35 251.329 32 28
Laringe 184.615 2,4 2,0 99.840 1,3 1,0
Mieloma multiple 176.404 2,3 1,8 117.077 1,5 1,1
Nasofaringe 133.354 1,7 1,5 80.008 1,0 0,88
Vesicula biliar 115.949 1,5 1,2 84.695 1.1 0,84
Orofaringe 98.412 1,3 1,1 48.143 0,62 0,51
Hipofaringe 84.254 1,1 0,91 38.599 0,50 0,41
Linfoma Hodgkin 83.087 1,1 0,98 23.376 0,30 0,26
Testiculo 74.458 1,9 1,8 9.334 0,24 0,22
Glandula salivar 53.583 0,69 0,57 22.778 0,29 0,23
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Vulva 45.240 1,2 0,85 17.427 0,45 0,30

Pene 36.068 0,92 0,80 13.211 0,34 0,29
Sarcoma Kaposi 34.270 0,44 0,39 15.086 0,19 0,18
Mesotelioma 30.870 0,40 0,30 26.278 0,34 0,25
Vagina 17.908 0,46 0,36 7.995 0,21 0,16
Total cancer 19.292.789 247,5 201,0 9.958.133 127,8 100,7

TB: Tasa bruta; TAE: Tasa ajustada por edad

Atendiendo al sexo, el CCR también es uno de los canceres mas frecuentes tanto para
hombres como mujeres, siendo el tercero en frecuencia e incidencia por detras del
cancer de pulmon y préstata en el hombre, y el segundo por detras del cancer de

mama en la mujer (Tabla 4).

Tabla 4. Estimacion de nuevos casos, incidencia y mortalidad por tipo cancer a nivel mundial
segun el sexo. Fuente: GLOBOCAN, pagina web “Global Cancer Observatory”, subseccion
“Cancer Today’. De la “International Agency for research on Cancer’, érgano pertenciente a la
OMS. Acceso: septiembre 2022.

Hombre Estimacion Incidencia Incidencia Eit:,:;a:;m Mortalidad Mortalidad
numero casos (TB) (TAE) (TB) (TAE)
muertes
Pulmén 1.435.943 36,5 31,5 1.188.679 30,2 25,9
Prostata 1.414.259 36,0 30,7 375.304 9,5 7.7
Colorectal 1.065.960 27,1 23,4 515.637 13,1 11,0
Estémago 719.523 18,3 15,8 502.788 12,8 11,0
Higado 632.320 16,1 14,1 577.522 14,7 12,9
Muier Estimacion Incidencia Incidencia Eit:,lr:‘n:(::n Mortalidad Mortalidad
l numero casos (TB) (TAE) (TB) (TAE)
muertes
Mama 2.261.419 58,5 47,8 684.996 17,7 13,6
Colorectal 865.630 22,4 16,2 419.536 10,9 7,2
Pulmén 770.828 19,9 14,6 607.465 15,7 11,2
Cérvix 604.127 15,6 13,3 341.831 8,8 7,3
Tiroides 448.915 11,6 10,1 27.740 0,72 0,50

TB: Tasa bruta; TAE: Tasa ajustada por edad

La incidencia de CCR varia segun la zona geografica, no solo entre paises sino
también en areas dentro de un mismo pais, encontrandose las tasas de incidencia
mas altas en Europa, América del Norte y Oceania. Estas diferencias geograficas

parecen ser atribuibles a las diferencias en factores ambientales, como puede ser la
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dieta, que se imponen en un contexto de susceptibilidad genéticamente determinada.
Se postula que el estilo de vida occidental unido a factores genéticos subyacentes, asi
como el aumento de longevidad en determinados grupos de poblacion, podrian ser
variables importantes a la hora de explicar la disparidad en la incidencia entre las
distintas regiones geograficas (24,25). En el continente europeo el CCR supone el
tercer tipo de cancer después del cancer de mama y de prostata en cuanto a
incidencia mientras que es el tercer tipo de cancer con mayor mortalidad tras el cancer

de pulmoén y mama (Figura 5).
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Data source: Globocan 2020

Graph production: Global Cancer ASR (World) per 100 000
Observatory (http/gco.iarc.fi}

Figura 5. Estimacion de la incidencia y mortalidad global por tipo de cancer en Europa. Fuente:
GLOBOCAN, pagina web “Global Cancer Observatory”, subseccion “Cancer Today’. De la
“International Agency for research on Cancer’, 6rgano pertenciente a la OMS. Acceso:
septiembre 2022.

En Espana, el CCR también ocupa el tercer lugar en cuanto a incidencia por detras del
cancer de mama y de proéstata, en cambio es el segundo tipo de cancer con mayor

mortalidad tras el cancer de pulmén (Figura 6).

Estos mismos datos diferenciados en funcion del sexo, posicionan al CCR como
segundo tipo de cancer con mayor incidencia después del cancer de mama en
mujeres, y segundo tras el cancer de préstata en hombres. Mientras que en cuanto a
mortalidad, el CCR es la tercera causa de muerte oncolégica después del cancer de
mama y pulmon en las mujeres, y la segunda causa de muerte oncoldgica después del

cancer de pulmon en los hombres (Figura 7 y 8).
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Figura 6. Estimacion de la incidencia y mortalidad por tipo de cancer en Espafia. Fuente:
GLOBOCAN, pagina web “Global Cancer Observatory”, subseccion “Cancer Today’. De la
“International Agency for research on Cancer’, 6rgano perteneciente a la OMS. Acceso:
septiembre 2022.
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Figura 7. Estimacioén de la incidencia y mortalidad en el sexo femenino por tipo de cancer en
Espafia. Fuente: GLOBOCAN, pagina web “Global Cancer Observatory”, subseccion “Cancer
Today”. De la “International Agency for research on Cancer’, érgano pertenciente a la OMS.
Acceso: septiembre 2022.
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Figura 8. Estimacion de la incidencia y mortalidad en el sexo masculino por tipo de cancer en
Espana. Fuente: GLOBOCAN, pagina web “Global Cancer Observatory’, subseccion “Cancer
Today’. De la “International Agency for research on Cancer”, 6rgano pertenciente a la OMS.
Acceso: septiembre 2022.

La incidencia y mortalidad del CCR en los ultimos afios se ha estabilizado o incluso
reducido en los paises con mayores indices de desarrollo humano (IDH): EEUU,
Australia, Nueva Zelanda y la mayoria de paises de Europa occidental; en cambio se
han incrementado en paises con IDH medio-alto del este de Europa, Asia y América
del Sur. Se han identificado tres patrones de tendencia en la incidencia y mortalidad
por CCR en los ultimos anos: a) aumento tanto en la incidencia como en la mortalidad,
como sucede en paises con IDH medio y alto como son Rusia, China, Brasil o paises
balticos (Estonia, Letonia); b) aumento en la incidencia con disminucion en mortalidad,
como se observa en paises con IDH muy alto como Canada, Reino Unido, Dinamarca
y Singapur; y c¢) disminucién tanto en incidencia como mortalidad, como se observa en

paises con mayor IDH tal como EEUU, Japon y Francia (26).

En EEUU, la incidencia del CCR durante el periodo 2010-2014 se redujo
aproximadamente un 2% anual en ambos sexos. En cuanto a la tasa de mortalidad,
durante el periodo 2011-2015 la disminucién en CCR ha sido de un 2,5% en el hombre
y un 2,7% en la mujer (27). En Espana, la incidencia de CCR en el periodo 2002-2012
ha experimentado un aumento del 1,8% anual en el hombre y del 1,6% en la mujer,
mientras que la tasa de mortalidad se ha incrementado un 0,4% anual en el hombre y

en cambio se ha reducido en un 0,7% anual en la mujer (26).

La reduccién en la mortalidad debe estar relacionada con la mejora de la

supervivencia mediante la adopcion de mejores practicas en el tratamiento y manejo
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del CCR. Por otro lado, la eliminacion de pdlipos y los esfuerzos y mejoras en la
deteccion temprana pueden ser responsables de la disminucion de la incidencia de
CCR, y aunque la introduccién de pruebas de deteccion temprana pueden aumentar
inicialmente las tasas de incidencia de CCR, se ha demostrado que reducen la
incidencia a mas largo plazo debido a la eliminacion de pélipos precancerosos durante

la colonoscopia (26).

Los resultados del EUROCARE-5 (European Cancer Registry Study of Survival and
Care of Cancer Patients) muestran patrones y tendencias en la supervivencia de
pacientes diagnosticados con CCR de diferentes paises y regiones europeas. La
supervivencia promedio en los paises europeos a los 5 afios en pacientes adultos
(mayores de 15 afos) diagnosticados con CCR durante el periodo de estudio (1999-
2007) fue aproximadamente del 57% sin diferencias entre hombres y mujeres, pero
con diferencias persistentes en los distintos paises y zonas geograficas, mostrando los
paises de Europa del este, Reino Unido e Irlanda valores de supervivencia inferiores al
valor promedio. Los resultados de los diferentes estudios EUROCARE, en los que se
analizan los periodos 1999-2001, 2002-2004 y 2005-2007, muestran que la
supervivencia de los pacientes con CCR ha mejorado en los ultimos afos en casi
todos los paises europeos, manteniendo asi una tendencia de supervivencia en
aumento (28,29).

De este modo, en comparacion con otros paises europeos, Espafa ocupa una
posicion intermedia en cuanto a supervivencia promedio a los 5 afios en CCR con un
valor de supervivencia muy préximo al valor promedio europeo, y se constata una
mejoria en los ultimos afos. Sin embargo, estos datos son orientativos, puesto que
s6lo se incluyeron 8 registros de cancer de base poblacional que aportaron datos de
157.149 casos del periodo 2000-2007 (30).

2.4 Etiologia

La carcinogénesis colorrectal presenta un fuerte componente genético, hecho mas que
evidente en los casos derivados de sindromes hereditarios. Pero otros elementos
esenciales en el desarrollo del CCR son los factores ambientales, principalmente la
dieta y el estilo de vida. Por ello, el CCR puede considerarse una patologia
multifactorial en la que los facteres ambientales pueden modificar el comportamiento
genético de las células epiteliales y dar lugar al inicio del proceso carcinogénico.
Diferentes estudios epidemiolégicos han caracterizado la historia natural del CCR

como una progresion desde polipos 0 adenomas hasta carcinoma debida a cambios
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genéticos en las células epiteliales de la mucosa del colon (31,32). Las mutaciones en
genes especificos pueden conducir a la aparicién de CCR al igual que sucede en otros
tipos de cancer. Esas mutaciones pueden aparecer en oncogenes, genes supresores
de tumores o genes relacionados con mecanismos de reparacion de ADN (33). Sin
embargo, no todos los adenomas progresan a CCR, y caracteristicas como el tamafio
del adenoma, la presencia de displasia de alto grado y la predominancia de

vellosidades van a predecir el potencial maligno del adenoma (34).

Los resultados obtenidos a partir de ensayos controlados aleatorizados y estudios
observacionales han demostrado que el riesgo de CCR podria reducirse
significativamente a través de la deteccion temprana y la eliminacion de lesiones
precancerosas. Ademas, las posibilidades de curacién y supervivencia son
sustancialmente mayores cuando el tumor se detecta en una etapa temprana en

comparacion con una etapa tardia (35).

2.5 Factores de riesgo

Existen un gran niumero de factores de riesgo que pueden incidir en el CCR. Algunos
de estos factores como la edad o la predisposicion genética son factores no
modificables, mientras que otros como los factores ambientales son factores sobre los

que si existe capacidad de control por parte de las personas.

2.5.1 No modificables
i Genética

Los CCR hereditarios, principalmente la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y el
sindrome de Lynch o CCR hereditario sin poliposis (HNPCC), representan tan soélo el
5% del total de casos de CCR. Se trata de trastornos genéticos especificos, la mayoria
de los cuales se heredan de forma autosémica dominante, y se asocian con un riesgo
elevado de desarrollar CCR. Con el fin de generar una clasificacion mas precisa se
han establecido dos grupos: variantes con poliposis y variantes sin poliposis. En el
grupo de las formas con poliposis, la PAF es la mas comun, y se caracteriza por la
formacion de multiples pélipos potencialmente malignos en el colon. En contraste, las
variantes sin poliposis estan relacionadas con mutaciones en los mecanismos de
reparacion del ADN, y concretamente el HNPCC es el mas comun dentro de estas
formas hereditarias. El HNPCC o sindrome de Lynch causa del 2-3% de todos los

casos de CCR y esta ocasionado por la presencia de mutaciones en uno de los alelos
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de genes que codifican para proteinas de reparaciéon de ADN como MSH2, MLH1,
MLH6, PMS1 y PMS2 (36). Existen otras formas de CCR familiar que representan
aproximadamente el 25% de todos los casos de CCR, también causadas por
mutaciones hereditarias, aunque no se clasifican dentro de los grupos de variantes
hereditarias (37).

ii. Edad

La edad es un factor de riesgo importante en el desarrollo del CCR, cuya incidencia
antes de los 40 anos de edad es escasa y aumenta significativamente durante la
quinta década de vida. La mediana de edad en el momento del diagndstico de CCR es
de 72 anos, presentdndose mas del 90% de los casos de CCR esporadico a partir de
los 50 afos, y el 71% a partir de los 65 afos (26,38). Datos mas recientes obtenidos a
partir de la base de datos americana SEER (Surveillance, Epidemiology and End
Results Programs) sugieren que la incidencia de CCR esta aumentando en el grupo de
menores de 50 afios mientras que esta disminuyendo en los grupos de mayores de 50
anos. En Europa, la incidencia de CCR durante el periodo 1990-2016 ha mostrado un
aumento de aproximadamente un 2% anual en el grupo de edad comprendido entre
los 20 y 49 afos de edad, al igual que ha sucedido en otros paises, incluido los
Estados Unidos (39-41).

iii. Sexo

En cuanto al género encontramos que el riesgo de desarrollar CCR en hombres es
ligeramente mayor que en las mujeres, presentando el hombre tasas de incidencia y
mortalidad superiores a las mujeres (42,43). También es importante reconocer que la
carga de CCR varia mucho dentro de los grupos raciales o étnicos. Las personas de
raza negra tienen las tasas de CCR esporadico mas altas de todos los grupos étnicos
en los Estados Unidos, presentando ademas una mortalidad aproximadamente un
20% mas alta en comparacion con la raza blanca. Ademas, el CCR se produce a una
edad mas temprana y con una mayor frecuencia por debajo de los 50 afios en
afroamericanos. No esta claro si las diferencias se deben a aspectos biolégicos o a la
accesibilidad a los programas de cribado de CCR, y es por ello que existen
discrepancias entre las diversas sociedades cientificas americanas en cuanto al inicio
a los 45 afios de edad de la realizacion de las pruebas de cribado poblacional para

deteccion del CCR en poblacion afroamericana (40,44).

iv.  Antecedentes personales y familiares
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Otro factor de riesgo que influye en el seguimiento de los pacientes es la existencia de
antecedentes personales de CCR o de podlipos adenomatosos. En un estudio
observacional de seguimiento de pacientes tras reseccidon quirdrgica de adenomas
grandes (tamafo igual o superior a 1 cm) y pélipos con histologia vellosa-tubulovellosa
o displasia de alto grado, localizados en recto y colon sigmoides, el riesgo relativo para
CCR a largo plazo era 3,5 veces mayor en comparacion con la poblacion general,
mientras que los pacientes con adenomas pequeios (tamafo inferior a 1 cm) o pdlipos

de histologia tubular presentaban un riesgo de CCR bajo (45).

Los antecedentes familiares de CCR también son un factor de riesgo importante,
incluso fuera de los sindromes con predisposicion genética definida. Varios estudios
retrospectivos realizados a partir de registros poblaciones han demostrado que los
familiares de primer y segundo grado de personas con CCR esporadico presentan
riesgo de desarrollar CCR, independientemente de la edad del caso indice al
diagnéstico, aunque el riesgo es especialmente elevado en familiares de casos indice
de CCR con menos de 50 afios de edad al diagnéstico (46,47). El analisis de los datos
poblacionales contenidos en bases de datos de CCR muestran que tener un unico
familiar de primer grado afectado (padre, hermano o hijo) con CCR esporadico,
aumenta el riesgo en casi el doble respecto a la poblacién general (48). El riesgo es
mayor si existe mas de un familiar de primer grado afectado de CCR, o un familiar de
primer grado y uno o mas familiares de primer o segundo grado en la otra rama
familiar, o incluso si el caso indice se diagnostica por debajo de los 50 anos (49,50).
Segun los resultados de un metaanalisis sobre el riesgo de CCR en familiares de
primer grado, el riesgo relativo es de 2,25 (IC 95%: 2,00-2,53), cuando hay mas de un
familiar con CCR el riesgo aumenta hasta 4,25 (IC 95%: 3,01-6,08), y cuando el CCR
en el caso indice es diagnosticado antes de los 45 afios el riesgo es de 3,87 (IC 95%:
2,40-6,22) (51).

Diversos estudios poblacionales retrospectivos han demostrado que los familiares de
pacientes con adenomas también presentan un mayor riesgo de desarrollar adenomas
o incluso CCR, siendo el riesgo mayor en familiares de primer grado cuando el caso
indice presenta adenomas avanzados (tamafo superior a 10 mm de diametro y/o
displasia severa y/o componente histolégico velloso) y se diagnostica por debajo de
los 60 afos de edad (48,52). En algunos paises como los Estados Unidos existen
guias que recomiendan la deteccion temprana a partir de los 40 afios de edad en
aquellas personas con antecedentes de adenoma en familiares de primer grado

menores de 60 afios, o antecedentes de adenoma en dos familiares de primer grado
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independientemente de la edad, mientras que otras guias recomiendan la deteccion

temprana sélo con antecedentes de adenoma avanzado (38,53).
v.  Enfermedades inflamatorias intestinales

Otro factor de riesgo para el CCR es la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), que
por tratarse de un proceso inflamatorio cronico, produce un crecimiento celular
anormal conocido como displasia, y aunque las células displasicas no son malignas,
tienen mas posibilidades de convertirse en anaplasicas y desarrollar un tumor. Existe
una asociacién bien documentada entre las formas crénicas de colitis ulcerosa (CU) y
el cancer de colon, siendo la extension, duracién y actividad de la enfermedad las
variables mas influyentes. Las formas extensas de CU confieren un aumento de riesgo
para CCR entre 5 y 15 veces en comparacién con la incidencia esperada en la
poblacion general, mientras que cuando la enfermedad se limita al lado izquierdo del
colon el riesgo es 3 veces superior. El riesgo de sufrir CCR en personas con CU
comienza a partir de los 8-10 afios del diagndstico de la enfermedad, y a partir de los
15 afos si la afectacion se limita al colon izquierdo. Existe evidencia de que algunos
tratamientos farmacoldgicos pueden disminuir el riesgo de aparicion de CCR siempre
que mantengan la CU controlada, lo que justifica una reduccién en la frecuencia de
vigilancia (54,55).

Aunque existe menos evidencia, parece que la enfermedad de Crohn (EC) de larga
evolucion se asocia con un riesgo relativo similar a la CU extensa, aunque de forma
menos consistente ya que no todos los estudios han llegado a las mismas
conclusiones. Estudios poblacionales han obtenido un riesgo relativo para sufir CCR
en pacientes con EC de 2,5 veces superior al de la poblacion general, que puede
llegar a ser hasta 21 veces superior cuando el diagnéstico de EC se da en pacientes
menores de 30 afios (56,57). Un metaanalisis sobre el riesgo de CCR en EC establece
que la incidencia acumulada tras 10 afios de enfermedad es del 2,9% (1,5-5,3%) y
aumenta a un 8,3% (4,5-15,1%) tras 30 afios (58).

vi.  Fibrosis quistica

Los pacientes con fibrosis quistica tienen un riesgo elevado de CCR. En un
metaanalisis, la incidencia estandarizada agrupada resultaba ser 10,9 veces superior a
la poblacion general, y entre 2 y 5 veces mayor tras realizacion de trasplante pulmonar
(59).

vii.  Tratamiento radioterapico previo
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Aquellos pacientes que han sobrevivido a algun cancer y que han sido tratados con
radioterapia, sometidos a irradiacién sobre la zona abdomino-pélvica, tienen un riesgo
significativamente mayor de desarrollar neoplasia gastrointestinal, principalmente
CCR. Las pautas del Children's Oncology Group recomiendan realizar una
colonoscopia de control cada 5 afos en aquellos pacientes que han superado un
cancer infantil y han recibido irradiaciéon abdominal, pélvica, de columna o de todo el
cuerpo, iniciandose dicho control 5 afios después de haber finalizado la radioterapia o
a partir de los 30 afios de edad, aquello que suceda de forma mas tardia (60,61). Los
estudios poblacionales realizados a partir de bases de datos de pacientes
diagnésticados de cancer de prostata y tratados con radioterapia muestran un mayor
riesgo de cancer de recto, que es similar al observado en pacientes con antecedentes
familiares de adenomas de colon. No esta claro si dichos canceres siguen una
secuencia de adenoma a cancer, y si el aumento de la deteccion de adenomas en
dichos pacientes mejoraria la tasa y los resultados de deteccion del cancer. A
diferencia de los adultos supervivientes de cancer infantil, actualmente no se

recomienda una mayor vigilancia en este grupo (62,63).
2.5.2 Modificables

Existen otros factores que son potencialmente modificables: la obesidad, el consumo
de tabaco, el consumo excesivo de alcohol, el consumo excesivo de carne procesada
y la falta de actividad fisica (sedentarismo), que se han identificado como factores de
riesgo en estudios observacionales, pero que en la actualidad no condicionan las

recomendaciones de los programas de cribado para la deteccion de CCR.
i. Dieta

El factor ambiental mas determinante en la aparicién de CCR es la dieta, un factor
ampliamente estudiado en su implicacién con el estado de salud, ya que actualmente
es una de las mayores fuentes de exposicion a carcinogenos medioambientales. Una
de las principales razones por las que existe gran interés en cuanto a la relacion entre
cancer y dieta, es la observacion en numerosos estudios de las importantes
diferencias en la tasa de incidencia de tumores especificos entre distintos paises e
incluso entre poblaciones con diferentes costumbres nutricionales. La evidencia mas
convincente de que la ingesta de alimentos puede afectar el riesgo de CCR no se
relaciona con ningun nutriente o alimento en particular, sino que sugiere la importancia
de una ingesta excesiva de nutrientes en comparacion con el gasto energético. Es
probable que los mecanismos subyacentes asociados con la ingesta excesiva de

nutrientes y la obesidad sean similares a los reconocidos para en el sindrome
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metabdlico (64). En relacidon directa con las dietas hipercaldricas encontramos los
estados de sobrepeso y la obesidad, que no son mas que el resultado de un
desequilibrio entre el ingreso y el gasto de energia. Este balance positivo se traduce
en un aumento de la masa corporal y provoca varios desajustes metabdlicos
relacionados con la carcinogénesis colorrectal, como el desarrollo de la resistencia a
insulina e hiperinsulinemia (65). Se ha comprobado que la insulina estimula la
proliferacion y reduce la apoptosis en lineas celulares de cancer de colon,
promoviendo el crecimiento de tumores colorrectales en modelos animales. En un
estado de hiperinsulinemia aumentan los niveles de IGF-1 (Insulin Growth Factor I), de
forma que la activacién de los receptores para este factor de crecimiento presentes en
el colon produce la inhibicion de la apoptosis en colonocitos y la proliferacion celular, lo
que puede traducirse en un fendmeno de expansion clonal de las células epiteliales
colonicas. Ademas, la produccion excesiva de reservas lipidicas (adiposidad), se
asocia con aumento en los niveles de leptina y aumento en la resistencia a la propia
leptina, de forma que la leptina deja de inhibir la produccién de insulina en el pancreas,

conduciendo a una fase de hiperinsulinemia y resistencia a insulina (64).

Aunque los datos no son completamente consistentes, el consumo prolongado de
carne roja o carnes procesadas parece estar asociado con un mayor riesgo de CCR, y
en particular con CCR de localizacién distal. La produccion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos y aminas heterociclicas cancerigenas producidos a partir de
proteinas en el proceso de carbonizacion cuando se cocina la carne, se ha visto
implicado como un riesgo para el desarrollo de CCR (66). En base a la gran cantidad
de datos y a la constante asociacion de CCR con el consumo de carnes procesadas
en los diferentes estudios poblaciones, la OMS las ha clasificado como carcinégenos
del grupo 1. En cuanto al papel carginogénico del consumo de carne roja la evidencia
es limitada, pero parece que la liberacion de grupos hemo en el intestino puede
favorecer la formacién de compuestos N-nitroso cancerigenos y de aldehidos
citotoxicos y genotdxicos por lipoperoxidacion (67). Se clasifica la carne roja como
carcinégenos del grupo 2A (probablemente asociados) aunque el riesgo absoluto de
CCR es pequefio y variable entre las personas, por lo que el consumo moderado de
este tipo de carne es una practica aceptable dentro de una dieta sana y equilibrada
(68).

ii. Sobrepeso-Obesidad y actividad fisica

El aumento de peso se asocia de forma significativa con un aumento leve-moderado

en el riesgo de CCR durante la edad adulta, y la obesidad también parece aumentar la
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probabilidad de muerte por CCR (69). Los mayores niveles de tejido adiposo visceral,
componente activo de la grasa corporal total, producen secrecion de citoquinas
proiinflamatorias que producen inflamacién crénica de bajo grado a nivel de colon y
recto que conduce a la induccion de factores de estrés oxidativo, que van a producir
desregulacion de multiples vias moleculares (involucradas en la diferenciacion,
supervivencia, apoptosis y necrosis celular) relacionadas con el desarrollo del CCR.
Otros factores presentes en la obesidad, como la resistencia a la insulina e

hiperinsulinemia también favorecen el desarrollo de CCR (70).

La falta de actividad fisica y el sobrepeso se asocian al 25-33% de los casos de CCR,
mientras que una actividad fisica regular junto con una dieta equilibrada reduce este
riesgo. Los datos obtenidos a partir de un gran estudio prospectivo realizado sobre una
poblacion europea heterogénea han demostrado una reduccion de riego para el
cancer de colon del 20% al 25% en la poblacién fisicamente activa, particularmente en
el cancer de colon de lado derecho, donde la reduccion de riesgo observada era del
35%. Ademas, esta asociacion inversa entre actividad fisica y cancer de colon de lado
derecho era mayor en la poblacién de peso normal (IMC < 25) y con baja ingesta de
caldrica (menos de 2.351 kcal/dia), y aunque los beneficios de la actividad fisica
también se observaban en la poblacién con sobrepeso (IMC = 25-30), este beneficio

era mayor cuanto mas bajo era el IMC y mas baja la ingesta caldrica (71).

iii. Tabaco

El tabaquismo se asocia con una mayor incidencia y mortalidad por CCR. Un
metaanalisis realizado a partir de estudios observacionales estimaba que, tanto el
riesgo de desarrollar CCR como la mortalidad aumentaban entre los fumadores,
siendo la asociacion mayor para el cancer de recto en comparacion con el cancer de
colon (72). El tabaco también es factor de riesgo para todos los tipos de pélipos de
colon, siendo especialmente elevado para los adenomas avanzados, y puede
aumentar el riesgo de CCR en pacientes con HNPCC (73,74). Este efecto se debe al
alto contenido de carcinégenos que contiene, aunque sélo se ha encontrado una
relacion significativa para a largo plazo, independientemente que hayan dejado de

fumar o no (75).
iv.  Alcohol

Varios estudios muestran la asocicacion entre el consumo de alcohol y un mayor
riesgo para CCR. Los metaanalisis publicados concluyen que existe un aumento

significativo en el riesgo de CCR en el caso del consumo moderado (2-3 bebidas por
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dia) y consumo elevado (= 4 bebidas por dia), en cambio no en el caso del consumo
leve (< 1 bebida por dia) (76). El riesgo puede estar relacionado por el papel
carcinogénico y mutagénico del acetaldehido producido en el metabolismo del alcohol,
asi como con la disminucion en la ingesta en la dieta de folato y la interferencia en su

absorcion intestinal por parte del alcohol (77).

2.6 Manifestaciones clinicas

En los pacientes con CCR pueden darse distintas situaciones en cuanto a la
presentacion clinica de la enfermedad. Generalmente la mayoria de los casos se
diagnostican en etapas tempranas como resultado de la aplicacién de los programas
de cribado en CCR, cuando todavia no han aparecido sintomas (78). La
sintomatologia debida al CCR se debe al crecimiento del tumor hacia la luz intestinal o
estructuras adyacentes, poniendo en evidencia el estado avanzado del mismo, y
puede ser variada. Los sintomas y signos tipicos asociados con el CCR incluyen
(79,80):

- Presencia de sangre en heces o sangrado rectal.

- Cambios en el habito intestinal o en la consistencia de las heces.
- Obstruccion intestinal.

- Anemia por déficit de hierro.

- Dolor abdominal persistente.

Existen otros sintomas menos habituales como son la distension abdominal y/o
nauseas y vomitos, que pueden ser indicadores de obstruccion. Con relativa
frecuencia el CCR también causa sintomas generales como astenia, anorexia, pérdida
de peso o fiebre, y también sintomas dependientes de la presencia de metastasis a

distancia.

Las manifestaciones clinicas también van a diferir segun la localizacion anatdomica del
tumor. Tal es asi, que el CCR de localizacion distal se manifiesta en general por la
emisién de sangre con las heces (hematoquecia) y/o cambios en el habito intestinal,
condicionados por la reduccion de la luz del colon, que en algunos casos pueden
ocasionar obstruccion intestinal. En cambio, en el CCR de localizaciéon proximal es
mas frecuente la existencia de una hemorragia digestiva oculta que ocasiona una
anemia ferropénica secundaria. Ademas, el calibre de la luz intestinal es mayor, por lo
que existe menor probabilidad de aparicion de sintomas obstructivos. El dolor
abdominal inespecifico puede ocurrir en los estadios avanzados del CCR de cualquier

localizacién, y su causa puede deberse a una obstruccion parcial, diseminacién a
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peritoneo o peritonitis por perforacién intestinal. El cancer rectal puede causar

tenesmo, dolor rectal y disminucién en el tamario de las heces (81,82).

2.7 Polipos colorrectales

Un podlipo es una protuberancia macroscopicamente visible que se proyecta en la
superficie de una mucosa. Los polipos colorrectales generalmente son asintomaticos,
pero pueden ulcerarse y sangrar, causar tenesmo si se encuentran en el recto, y
cuando son de gran tamafo pueden incluso producir obstruccion intestinal. En funcién
de su histologia, los pdlipos colénicos pueden ser: adenomatosos (70-80%), serrados

(10-20%) o de otros tipos (inflamatorios, hammartomatosos 0 mucosos).

Los pdlipos adenomatosos o adenomas surgen del epitelio glandular, presentan una
morfologia displasica y una diferenciacion anormal de las células epiteliales en torno a
la lesion. Los adenomas son los poélipos mas prevalentes en el colon, constituyendo
aproximadamente el 70% del total de pdlipos de colon. Ademas el 30-50% de los

pacientes con un adenoma contiene al menos otro adenoma sincrénico (83).

En base a su histologia los adenomas se clasifican en tubulares, vellosos o

tubulovelloso (84):

- Adenomas tubulares: representan mas del 80% de los adenomas de colon y
se caracterizan por presentarse como una red de epitelio adenomatoso
ramificado. Los adenomas tubulares se forman a partir de tdbulos epiteliales,
son pequefios, sésiles o pediculados, y la probabilidad de transformacion

maligna es baja (5%).

- Adenomas vellosos: representan aproximadamente el 5% de los adenomas
de colon y se caracterizan por glandulas que son largas y que se extienden
directamente desde la superficie hasta el centro del pdlipo. Los adenomas
vellosos se originan a partir de formaciones digitiformes o papilares de tejido
conectivo que recubren de células epiteliales, son de tamafio superior a los
adenomas tubulares, en su mayoria son sésiles, y con una probabilidad de

transformacioén maligna elevada (40%).
- Adenomas tubulovellosos: representan del 5% al 15% de los adenomas de
colon y son aquellos adenomas con un componente velloso del 25% al 75%.

Para ser clasificado como adenoma tubular o velloso debe presentar un componente

tubular o velloso de al menos el 75%.
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Los pdlipos serrados, anteriormente conocidos como polipos hiperplasicos, son un
grupo heterogéneo de lesiones con un potencial de malignidad variable. La OMS los

divide en tres categorias (85):

- Pélipo hiperplasico (PH): constituyen el 10-30% de todos los pdlipos
colénicos, y representan 80% de los podlipos serrados. Son de mayor
prevalencia en edades avanzadas, por lo general se van a localizar en el tramo
rectosigmoidal del colon y presentan un tamafo inferior a 5 mm. Son lesiones
de arquitectura normal y caracteristicas proliferativas de componente celular

normal sin displasia (86,87).

- Adenoma serrado sésil (ASS): suponen el 15-20% de los pdlipos serrados y
son mas frecuentes en el colon proximal. Se presentan como lesiones de
superficie lisa y morfologia plana o sésil con un tamano superior a 5 mm, y
habitualmente estan cubiertas de una capa de moco. Histolégicamente
presentan anormalidades arquitecténicas con un patrén de crecimiento
particular, y ademas pueden adquirir evidencia morfolégica de displasia (88).
Los ASS con focos de displasia se consideran las posibles lesiones
precursoras del cancer de colon esporadico con alta inestabilidad de

microsatélites (89).

- Adenoma serrado tradicional (AST): son poco frecuentes (1-6%) y aparecen
con mas frecuencia en el tramo rectosigmoideo del colon. Pueden ser
pedunculados o sésiles, histolégicamente presentan “dientes de sierra”

prominentes y una displasia citologica difusa pero a menudo leve (90,91).

Los AST y ASS se manejan clinicamente como poélipos adenomatosos y se
recomienda su escision completa. Sin embargo, debido a su naturaleza sésil y
delimitaciéon difusa, se necesita especial cuidado para asegurar una eliminacion
completa a través de la via endoscopica. Existe evidencia, tanto molecular como
clinica, de que este tipo de lesiones contribuyen de forma trascendente al desarrollo
de CCR (92).

El sindrome de poliposis serrada (SPS) es una condicion rara, caracterizada por la
presencia de multiples pdlipos serrados y/o de gran tamano, que predisponen al
desarrollo de CCR, atribuible a la presencia de podlipos serrados con displasia,
adenomas avanzados y a la presencia de pdlipos colénicos proximales grandes o

multiples. Dentro del SPS se reconocen 3 fenotipos diferentes: proximal, distal y mixto.
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El fenotipo proximal se caracteriza por la presencia de multiples ASS localizados en el
colon proximal, el fenotipo distal se caracteriza por la presencia de multiples PH en el
rectosigma, y el fenotipo mixto se caracteriza por la presencia de pdlipos serrados
distribuidos a lo largo de todo el colon. Ciertas caracteristicas son sugestivas de una
predisposicion genética, que incluye la multiplicidad de lesiones, la edad temprana de
diagndstico y la mayor prevalencia de antecedentes familiares de neoplasia. Hasta un
50% de los pacientes con SPS presentan antecedentes familiares de CCR, y el riesgo
de CCR en los familiares de primer grado se multiplica por 5 con respecto a la
poblacién general. En una pequefia proporcion de pacientes con SPS que presentan
una poliposis adenomatosa concomitante se han identificado mutaciones germinales
bialélicas en el gen MYH (93).

Los polipos inflamatorios son proyecciones intraluminales no neoplasicas de la
mucosa de componente estromal, epitelial e inflamatorio. Pueden ser pedunculados o
sésiles segun su forma de implantacién y generalmente son de pequefo tamafo. No
presentan riesgo de malignizacion, sin embargo su hallazgo obliga a descartar
patologias inflamatorias asociadas. Se presentan en distintos tipos de colitis cronica de
larga duracion: colitis ulcerativa, colitis infecciosa, diverticulosis, zonas de

anastomosis, y en algunos casos sin patologia conocida asociada (94).

Los pdlipos hamartomatosos estan compuestos por tejido epitelial y estromal, son
pediculados y pueden encontrarse tanto de forma aislada como de forma multiple. En
lineas generales son benignos aunque eventualmente pueden formar parte de
poliposis donde el riesgo de malignizacién se incrementa. El pdlipo juvenil es el mas
frecuente y conocido, se presentan principalmente en la poblacion pediatrica aunque
excepcionalmente se pueden encontrar también en adultos. El pdlipo juvenil suele
presentarse en forma aislada y presenta componente hereditario autosdmico
dominante, en concreto se relaciona con el gen SMAD4 o BMPR1A. Los pdlipos de
Peutz-Jeghers se presentan como una proliferacion arborescente de musculo liso, que
divide al polipo en lébulos. Se trata también de un sindrome autosémico dominante
asociado al gen LKB1/STK11 y aunque se consideran benignos, ocasionalmente

puede encontrarse focos de displasia convencional (94).

Los polipos mucosos incluyen varios tipos de pélipos reactivos que comparten la
caracteristica comun del prolapso de la mucosa, que aparece como resultado de
traccion, distorsién por peristalsis traumatica que conduce a torsion vascular, isquemia
y reparacion local. Estan asociados a diversos cuadros como enfermedad inflamatoria

intestinal, enfermedad diverticular y sindrome de ulcera rectal (94).

28



2.8 Tipos de CCR
2.8.1 CCR hereditario

El CCR hereditario incluye sindromes causados por mutaciones germinales en genes
de alta penetrancia (APC, MYH, familia de genes MMR, SMAD4, BMPR1, STK11 y
PTEN), la mayoria de los cuales se heredan de forma autosémica dominante, y estan
asociados con un alto riesgo de desarrollar CCR. Estas variantes de CCR hereditario
estan ocasionadas por la mutacion de uno de los dos alelos de un gen concreto que es
heredado, de forma que cuando tiene lugar una mutacién adquirida puntual en el otro
alelo para ese gen se pierde la funcion del mismo y aparece la célula tumoral, y
posteriormente el carcinoma. Las formas de CCR hereditario se pueden clasificar en
variantes con polipos y variantes sin polipos, pero de forma conjunta representan
aproximadamente el 5% del total de casos de CCR (Tabla 5) (95-97).

Tabla 5. Sindromes hereditarios y genes implicados en estadios iniciales del desarrollo de
CCR.

Sindrome Genes Caracteristica Herencia Estabilidad

microsatélites

hMLH1,
HNPCC MSH?2, Adenoma/Carcinoma  Autosémico MSI-H/L
MSHS3, dominante
MSHS6,
PSM1, PSM2
PAF APC Adenoma colorrectal Autosémico MSS
dominante
PAM MYTH, STK11 Adenoma coldnico Autosémico MSS
recesivo
SMAD4,
SPJ BMPR1A, Pdlipos Autosémico MSS
PTEN/ENG hamartomatosos dominante
Peutz-Jeghers STK11, LKB1 Pélipos Autosémico MSS
hamartomatosos dominante
Poliposis - PH, ASS - MSS/MSI-L

hiperplasica

Las variantes de HNPCC estan relacionadas con mutaciones en los mecanismos de
reparacion del ADN, y su forma mas comun es el sindrome de Lynch, que constituye el

2-3% del total de casos de CCR (98). El sindrome de Lynch estd ocasionado por una
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mutacion germinal en uno de los alelos de alguno de genes que codifican para
proteinas de reparacion del ADN tales como MSH2, MLH1, MLH6, PMS1 y PMS2,
aunque la mayoria de los casos tienen lugar en el gen MLH1 o el gen MSH2 (99,100).
Como regla general, los pacientes con sindrome de Lynch tienen una mutacion
heredada en un alelo de uno de estos genes reparadores del ADN y el segundo alelo
se inactiva en el CCR por mutacion somatica, pérdida de heterocigosidad o
silenciamiento epigenético por hipermetilacion del promotor. Como resultado, el mal
funcionamiento del sistema de reparacion del ADN, va a ocasionar la acumulacion de
errores durante la replicacion del ADN, siendo mas frecuente en secuencias de ADN
repetitivas, como es el ADN microsatélite, donde la polimerasa es menos fiable. Los
CCR que se desarrollan en pacientes con sindrome de Lynch se caracterizan por
aparecer a partir de los 20 afos de edad, con una edad promedio en el momento del

diagnostico de 48 anos, y un predominio por el lado derecho del colon (101).

Entre las variantes con poliposis, destaca la PAF, caracterizada por la formacion de
multiples pdlipos potencialmente malignos en el colon, pero que es poco frecuente
dentro de las formas de CCR hereditario. La PAF y sus variantes (sindrome de
Gardner, sindrome de Turcot y poliposis adenomatosa familiar atenuada (PAFA))
representan aproximadamente el 1% del total de casos de CCR (99,102). La PAF esta
causada en el 90% de los casos por mutaciones de la linea germinal en el gen APC,
un gen supresor de tumores involucrado en la via de sefializaciéon Wnt, siendo la
pérdida de esta funcion uno de los primeros pasos de la secuencia adenoma-
carcinoma colorrectal. Las personas afectadas desarrollan adenomas multiples a
edades muy tempranas y los sintomas aparecen a una edad promedio aproximada de
16 afos. El riesgo de CCR es muy elevado en estos casos y puede aparecer a partir
de los 20 afnos de edad, mientras que el 90% de las personas no tratadas lo va a

desarrollar a partir de los 40 afios de edad (37,103).

La poliposis asociada al gen MYH (PAM), que representa menos del 1% de los casos
de CCR, es un sindrome autosdmico recesivo debido a mutaciones bialélicas de la
linea germinal en el gen MYH, encargado de reparar las mutaciones del ADN
ocasionadas por dafo oxidativo y que afecta particularmente al gen APC (37). Este
fallo en el sistema de reparacion por escision de bases debido a estas mutaciones,
conduce a menudo a mutaciones somaticas, como las transversiones G:C >> T:A,
especialmente en el gen APC (104). Las mutaciones Y179C y G396D son las dos mas
importantes en la raza caucasica, pero también existen otras mutaciones en individuos
de otras razas y etnias. Los portadores de estas mutaciones bialélicas pueden exhibir

una amplia variabilidad fenotipica, mientras que algunos individuos presentan
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manifestaciones coldnicas y extracolonicas indistinguibles de la PAF clasica. La
mayoria de los casos se asocian con fenotipos atenuados de poliposis que exhiben
menos de 100 adenomas. Los portadores de mutaciones genéticas bialélicas tienen un
riesgo 28 veces mayor de desarrollar CCR en comparacion con la poblacion general
(105,106).

Otros sindromes hereditarios de CCR son el sindrome de poliposis hamartomatosa
(sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome de poliposis juvenil (SPJ)), el sindrome de
poliposis serrada y el sindrome de poliposis mixta hereditaria (99). Existen otras
formas conocidas como CCR familiar que constituyen aproximadamente el 10% del
total de casos de CCR, que se engloban bajo una condiciéon heterogénea abarcando
sindromes hereditarios verdaderos no reconocidos y otros con formas aparentemente

esporadicas que se agregan en las familias (37,107).

2.8.2 CCResporadico

El CCR esporadico es aquel derivado de mutaciones puntuales al azar que aparecen
durante la vida de un individuo sin riesgo de trasmision hereditaria, implica la
interaccion de factores ambientales y genéticos, y solo se ve afectada una célula de
forma individual y sus descendientes. Este tipo de CCR representa entre el 80-85% del
total de los casos de CCR, y se presentan preferentemente en el colon izquierdo. La
patogénesis molecular del cancer esporadico es heterogénea ya que las mutaciones
pueden dirigirse a diferentes genes, aunque en mas de dos terceras partes de los
casos de CCR esporadico existe una sucesion especifica de mutaciones que
generalmente se inician en el gen supresor tumoral APC, que desencadena la
formacion de adenomas no malignos o pdlipos adenomatosos. Aproximadamente el
15% de estos adenomas evolucionan a carcinoma en un periodo de unos diez afios
(33).

En cualquier caso de CCR, independientemente de su naturaleza hereditaria o
esporadica, ha sido posible establecer que el pdlipo adenomatoso o adenoma es una
lesion premaligna que precede en la mayoria de ocasiones a la aparicién del CCR, de
manera que su extirpacion reduce o incluso anula el riesgo de desarrollo del mismo. El
conocimiento y estudio de la secuencia adenoma-carcinoma ha resultado
trascendental en la caracterizacion de los mecanismos moleculares que participan en
el desarrollo del CCR, ya que la progresién a través de las diferentes vias de

carcinogénesis colorrectal se acompafia de la acumulacion de alteraciones en
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diferentes genes importantes para el control del ciclo celular, como: oncogenes, genes

supresores de tumor y genes de reparacion del ADN (108).

Existen descritas al menos tres vias moleculares que conducen a la carcinogénesis
colorrectal: la via supresora o de inestabilidad cromosémica (CIN), la via mutadora o
de inestabilidad de microsatélites (MSI) y la via serrada o del fenotipo metilador de
islas CpG (CIMP). Aunque puede existir una superposicion de estos mecanismos
dentro del mismo CCR, por lo general uno de los mecanismos va a ejercer un papel

dominante (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion molecular de las vias de carcinogénesis (109).

Via supresora Via mutadora Via Serrada Via Mixta
Tipo CCR Hereditario y Hereditario Hereditario Esporadico Esporadico
esporadico
Estado CIMP Ausente Ausente Alto Alto Bajo
Estado MSI MSS MSI-H MSI-H MSI-L MSI-L / MSS
Estado CIN Presente Ausente Ausente Ausente Presente
Mutacién KRAS Presente Presente/Ausente Ausente Ausente Presente
Mutaciéon BRAF Ausente Ausente Presente Presente Ausente
Estado MLH1 Normal Mutado Metilado Metilado parcial Normal
Metilacion MGMT Ausente Ausente Metilado parcial Metilado Metilado

MSS: estabilidad de microsatélites; MSI-H: inestabilidad de microsatélites de alto nivel; MSI-L: inestabilidad de
microsatélites de bajo nivel; CIMP: fenotipo metilador de islas CpG; CIN: inestabilidad cromosomica.

El analisis realizado por Fearon y Vogelstein en 1988 ha llevado a plantear un modelo
basado en una sucesidon de alteraciones genéticas, las cuales producen la activacion
de oncogenes e inactivacion de genes supresores tumorales, siendo necesarias
alteraciones en varios genes para que se desarrolle un tumor colorrectal maligno. Este
modelo que se corresponde con la “via supresora o de inestabilidad cromosémica”,
explica el 85% de los CCR esporadicos y los casos de PAF, y afecta con mas
frecuencia al colon distal (33,110). En este modelo la gran mayoria de los canceres
surgen de un podlipo que se inicia en una cripta aberrante, cuando se alteran los
mecanismos normales que regulan la proliferacién y la diferenciacién celular, de forma
que primero evoluciona a un adenoma temprano (<1 cm de tamafo, con histologia
tubular o tubulovellosa), posteriormente progresa a un adenoma avanzado (>1 cm de
tamafo y/o con histologia vellosa), y en un estadio posterior adquiere un elevado
grado de displasia antes de convertirse finalmente en un carcinoma con capacidad

invasiva (Figura 9) (111).
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Figura 9. Representacion grafica de la evolucion en el desarrollo del CCR. Fuente: imagen
tomada de https://www.clinicbarcelona.org/asistencia/enfermedades/cancer-de-colon-y-recto

Las alteraciones de la via supresora son:

Mutaciones en genes APC y CTNNB1, importantes en la via de sefalizacién
Wnt/B-catenina, generan una resistencia a la degradacion de -catenina por lo
que se acumula en citoplasma y se transloca al nucleo promoviendo la
sobreexpresion de oncoproteinas, esto genera un fenotipo hiperproliferativo
que favorece la ganancia de mutaciones en otros genes permitiendo la

progresiéon a adenomas tempranos (110,112).

El adenoma temprano progresa a adenoma intermedio debido a la mutacién
del oncogen KRAS, que produce su activacién constitutiva, y que se traduce en

una sefial de mitosis continua e inhibicion de la apoptosis (113).

El adenoma intermedio presenta un patron hiperproliferativo muy marcado que
permite el desarrollo de un fenotipo de inestabilidad cromosdmica que lleva a la
pérdida de algunos genes (DCC, SAMD4, SMADZ2 e ITF-2), contribuyendo a la
inmortalizacion de las células y favoreciendo la progresion al adenoma tardio
(114,115).
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- El fenotipo de inmortalizacion del adenoma tardio conduce a la adquisiciéon de
mas mutaciones, incluido gen TP53, que desencadena el desarrollo del

adenocarcinoma (116).

Unos afios después Liu et al. describieron una via alternativa para la secuencia
adenoma-carcinoma conocida como la “via mutadora o de inestabilidad de
microsatélites”, que se asocia con el HNPCC vy el 15% de los CCR esporadicos
(117,118). A diferencia de la via supresora, esta via no se ha relacionado con una
cascada de eventos progresivos a escala genética, sino con la inactivacion de los
genes implicados en el sistema de reparacién del ADN (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2),
consecuencia de mutaciones en la linea germinal de alguno de los genes, o debido al
silenciamiento epigenético a través de la metilacion del promotor de alguno de los
genes. De esta forma se predispone a la acumulacion de errores de apareamiento en
el ADN del genoma por defecto en los sistemas de reparacion que ocurren con mayor
frecuencia en secuencias repetitivas cortas del ADN, como son las zonas de ADN
microsatélite, lo que supone el acumulo de mutaciones en genes importantes en el
control del ciclo celular contenidos en estas secuencias (CTNNB1, TGF-BIIR, IGF-IIR,
BAX y PTEN) (119-121). Mutaciones en el gen CTNNB1 se relacionan con un fenotipo
hiperproliferativo, mientras que mutaciones en los genes TGF-BIIR, IGF-IIR y BAX le
confieren a la célula resistencia a la apoptosis. Se ha descrito que las mutaciones en
TGF-BIIR y BAX contribuyen a la progresion del tumor pero no el inicio de éste, puesto
que se han encontrado principalmente en CCR avanzado (121). Igualmente, la
ganancia de una mutacion o metilacién en las dos copias del gen supresor PTEN, lleva
a la inmortalizacién y malignizacion celular, favoreciendo rapidamente la progresién
adenoma-carcinoma. Estudios adicionales han evaluado en casos de CCR con MSI, la
presencia de mutaciones en los genes alterados en la via supresora TP53 y KRAS, y
han encontrado que estas son menos frecuentes en este tipo de tumores (Figura 10)
(122).

Los carcinomas serrados fueron descritos por primera vez por Jass y Smith y
representan la progresién de una lesion serrada displasica (123). Los carcinomas
serrados representan aproximadamente el 10% de todos los CCR y la evidencia actual
respalda la existencia de una ruta alternativa para la carcinogénesis colorrectal en la
que los polipos serrados reemplazan al pdélipo adenomatoso como lesién precursora
del CCR. Las alteraciones genéticas mas frecuentes incluyen la mutacién en
oncogenes BRAF y KRAS, que codifican quinasas pertenecientes a la casada de la

proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), que es la via de sefializacién celular
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implicada en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular. Estas mutaciones en
los oncogenes KRAS y BRAF se traducen en la activacion constitutiva de la via MAPK
y en la proliferacion celular no controlada, supervivencia celular, invasion y metastasis.
Las mutaciones KRAS y BRAF son mutuamente excluyentes en polipos colorrectales y
CCR, siendo mas comunes en AST la mutacion KRAS, mientras que la mutacién en
BRAF es mas frecuente en ASS (Figura 11) (124-126).

Via supresora o inestabilidad cromosdmica

DCC
APC L o )
etiidli] K-RAS SMAD2 P53
CTNNE] A SMAD4 N
Mucosa ; Adenioma " Adenoma . Adenoma .
Normal temprano intermedio tardio Cancer
CTHNNEBT BAM 1GF-{IR TGF-BIR

Via mutadora o inestabilidad die microsatélites

Figura 10. Proceso de carcinogénesis en CCR esporadico. Fuente: Imagen tomada de la
publicacién Sanabria-Salas MC et al., 2012 (108).

La hipermetilacion del promotor génico o CIMP también esta fuertemente relacionada
con la via serrada de carcinogénesis (125,126). La hipermetilacion en las islas CpG de
regiones promotoras puede causar silenciamiento transcripcional e inhibir la expresion
génica de algunos genes, como puede ser el gen MLH1, implicado en la reparacion de
desajustes en el ADN (127). Esto conlleva una mayor susceptibilidad al acimulo de

mutaciones en las secuencias de ADN microsatélite (128).

En base a los estudios de correlacién molecular e histolégica se reconocen dos
subtipos de via serrada de carcinogénesis: la via serrada seésil y la via serrada
alternativa (93,111).

- Via serrada sésil: se caracteriza por presentar mutacion en el protooncogen
BRAF como alteracién mas precoz y mostrar el fenotipo metilador de islas CpG
de alto nivel (CIMP-H). La lesién preneoplasica central es el ASS, se
caracteriza por la presencia de MSI de alto nivel (MSI-H) y el CCR aparece con
mayor frecuencia en el colon proximal. Generalmente son mucinosos y poco

diferenciados.
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- Via serrada alternativa: se caracteriza por mutacién en el protooncogén
KRAS, la presencia de un fenotipo metilador atenuado o de bajo grado (CIMP-
L) con frecuente metilacion del promotor de MGMT. La correlacion histologica y
molecular en esta via es menor que en la via serrada sésil, y se establece
como lesion preneoplasica el AST. Ademas, presenta estabilidad de
microsatélites (MSS) o MSI de bajo nivel (MSI-L) y CCR aparece con mayor

frecuencia en el colon distal.
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Figura 11. Esquema proceso carcinogénesis “via serrada”. Fuente: imagen tomada de Yamane
L et al. Serrated colorectal carcinogénesis. World J Gastroenterol, 2014 (128).

Los estudios llevados a cabo por Makinen et al. (125) y Laiho et al. (129) sugieren que
el prondstico del cancer tipo serrado era diferente al tipo convencional, y
posteriormente Garcia-Solano et al. (130) demostraron que efectivamente, las formas
serradas tenian un peor prondstico, especialmente aquellos casos de localizacion
distal. Ademas, este mismo grupo de investigadores ha demostrado que las formas
serradas presentan con mayor frecuencia factores histoldgicos de prondstico adverso
en el frente invasivo, tales como gemacion tumoral, pseudofragmentos
citoplasmaticos, patron de crecimiento tumoral infiltrante y menor presencia de
linfocitos peritumorales (131). Por tanto, el comportamiento clinico de las distintas
variantes histologicas tumorales resulta de interacciones a muchos niveles. El reto es
comprender las bases moleculares y determinar los factores que inician el desarrollo
tumoral, los que dirigen su progresion y los que determinan su sensibilidad o

resistencia a los tratamientos antitumorales.

36



2.9 Genética del CCR

291 Oncogenes

Los oncogenes son homdélogos de genes celulares normales que participan en las vias
de crecimiento celular y en la regulacion del ciclo celular. Un cambio mutacional en un
oncogén conduce a la activacion constitutiva del gen, lo que resulta en una
proliferacion celular descontrolada (132). Entre los oncogenes implicados en el CCR
esporadico se encuentran RAS, SRC, MYC y el receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano (HER2), siendo RAS el de mayor importancia (133).
*RAS

La familia del gen RAS esta constituida por tres genes, HRAS, KRAS y NRAS,
ubicados en los cromosomas 11, 12 y 1 respectivamente, que codifican para una serie
de proteinas de membrana celular, proteinas RAS, homdélogas a las proteinas G, que
estan implicadas en la regulacion de la transduccion de sefales celulares relacionadas
con el crecimiento y con la diferenciacion celular. Las mutaciones en estos genes
tienen la capacidad de transformar células normales, siendo la mutacién que afecta al
gen KRAS la mas frecuente en el CCR (133,134).

Las mutaciones en KRAS son tipicamente puntuales, suelen ocurrir en los codones 12
y 13, y en menor frecuencia en el codon 61, y dotan de resistencia frente a la hidrélisis
por la GTPasa, por lo que la proteina permanece unida a GTP y es constitutivamente
activa, resultando en un estimulo continuo de crecimiento celular. Las mutaciones
KRAS se encuentran en hasta el 50% de los CCR esporadicos y en el 50% de los
adenomas de colon de tamafo superior a 1 cm, pero rara vez en adenomas mas
pequefios. La ausencia de mutaciones KRAS en adenomas mas pequefios sugiere
que son adquiridas durante la progresion posterior del adenoma, sin embargo la
presencia de mutaciones no se limita a lesiones displasicas, pudiéndose encontrar
tanto en focos de criptas no displasicos previo al desarrollo del pdlipo adenomatoso,

como en hasta el 25% de los PH, pero su significado no esta claro (134-136).

Ademas la bibliografia sugiere que estas mutaciones en KRAS son mas comunes en el
CCR proximal que en distal, y también se han asociado con el proceso de invasion
tumoral y metastasis (134,137,138). Existe controversia en la asociaciéon de esta
mutacion en KRAS con un peor prondstico, y la posible explicacién es la influencia de
las diferentes mutaciones que puedan tener lugar dentro del gen (139). Los estudios

multicéntricos RASCAL y RASCAL Il evaluaron la importancia prondstica de las
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mutaciones KRAS en los codones 12 o 13. Los resultados obtenidos sugieren que las
mutaciones en KRAS podrian tener un efecto en la tasa de supervivencia de pacientes
con CCR, y que la mutacion especifica del codon 12 podria aumentar el riesgo de

recaida o muerte (140).

Los estudios mas recientes respaldan el mal prondstico con ambas mutaciones KRAS,
tanto en el codon 12 como el 13, siendo el riesgo de recaida y de muerte hasta 1,5
veces mayor en comparacién con pacientes de KRAS tipo salvaje. Ademas, los
resultados muestran que en pacientes con CCR metastasico, el estado KRAS mutado
se asocia con una supervivencia (libre de enfermedad y global) inferior en
comparacion con KRAS no mutado. En el metaanalisis realizado por Modest el al. las
variantes mas frecuentes del codon 12 de KRAS (G12V y G12D) no presentan un
impacto significativo en la supervivencia global, mientras que la mutacion KRAS G12C
se asocia de forma significativa con una supervivencia global inferior en comparacioén
con KRAS tipo salvaje. También se observa una tendencia similar en el caso de la
variante KRAS G13D (141).

*BRAF

BRAF es un protooncogen que se localiza en el cromosoma 7q34 y esta constituido
por 18 exones. Codifica para una proteina con actividad de tipo serina/treonina
quinasa involucrada en la cascada de sefializacién, conocida como la ruta de la
MAPK, que impulsa la proliferacion, diferenciacion, migracion, supervivencia y
angiogénesis celular. La desregulacion de esta via subyace en muchos casos de
carcinogénesis. Esta via estd compuesta por la RAS (GTPasa), que activa a las
proteinas de la familia RAF (ARAF, BRAF y CRAF). Las proteinas RAF activadas
conducen a la fosforilacion y activaciéon de las proteinas MEK1 y MEK2, que
posteriormente fosforilan y activan a las proteinas ERK que finalmente fosforilan a una
serie de sustratos, incluidos multiples factores de transcripcion, y regulan varias
actividades clave en la proliferacion celular. Aproximadamente el 96% de todas las
mutaciones en BRAF son una transversion de T1799A en el exén 15, lo que resulta en
una sustitucién de aminoacidos valina (V600E) que parece imitar la fosforilacion
reguladora, aumentando asi la actividad en aproximadamente 10 veces en

comparacion con el tipo salvaje (142).

Las mutaciones BRAF V600E estan presentes en el 7-10% de los CCR, y a pesar de
ser poco frecuente, estudios recientes identifican dos fenotipos moleculares en base al
estado de mutacién BRAF V600E, puesto que van a presentar caracteristicas clinicas

y patologicas distintas. Un reciente metaanalisis concluye que los CCR con mutacion
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BRAF V600E son mas comunes a partir de adenomas serrados, principalmente en el
colon derecho, con una mayor incidencia en mujeres y pacientes de edad avanzada
(edad > 60 afios). Ademas, los CCR mutados BRAF V600E muestran con frecuencia
poca diferenciacion y presentan una histologia mucinosa (143). Existe una relacion de
exclusion mutua entre la mutacion BRAF V600E y las mutaciones en KRAS o en
TP53. Ademas, se ha demostrado una fuerte correlacion positiva entre la mutacion en
BRAF V600E con el estado MSI-H y con CIMP, de forma que casi la mitad de los
casos de CCR MSI-H presenta también mutaciéon en BRAF V600E. Las mutaciones
BRAF V600E son particularmente frecuentes en los casos de CCR esporadicos en
personas fumadoras, y se ha visto que en estos pacientes la presencia de mutacion
BRAF V600E parece anular el prondstico favorable que generalmente se asocia con
los tumores MSI-H (126,142,143). En estudios recientes se ha observado que la
presencia de mutaciones en el gen BRAF reduce la supervivencia en los estadios Il y
IV, pero no en estadio Il, por lo que la mutacion de BRAF V600E puede considerarse
marcador prondstico para el CCR en estadio IlI-IV con poco impacto en decisiones
terapéuticas. También el estado de MSI condiciona tanto el prondstico como los
resultados en el CCR con mutacién en BRAF V600E, siendo la supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad mas corta en pacientes con MSS, mientras que no
se observa diferencias en cuanto a supervivencia entre los casos de CCR MSI-H con
gen BRAF mutado y los casos CCR MSI-H con gen BRAF tipo salvaje (144—-146).

Por el contrario, las mutaciones BRAF no V600OE se encuentran con mayor frecuencia
en hombre jévenes, con predisposicidn por la localizacion distal, y con poca
diseminacion peritoneal en etapas avanzadas. Ademas, exhiben un comportamiento
molecular completamente inverso y suelen presentarse de forma concomitante a
mutaciones en el gen KRAS. Esto sugiere que la presencia de estas mutaciones BRAF
no V600OE pueden conferir la ventaja de que las células cancerosas presenten una
menor capacidad proliferativa en comparaciéon con otras mutaciones con un impacto

negativo en el prondstico del CCR (142).
2.9.2 Genes supresores

A diferencia de los oncogenes, los genes supresores de tumores normalmente tienen
una funcioén inhibitoria sobre el ciclo celular. Si estos genes se eliminan o se reduce su
funcién, los mecanismos de control normales ya no estan operativos, y tiene como
consecuencia el desarrollo de un crecimiento continuo sin control. A nivel celular, los
genes supresores de tumores actian de manera recesiva de forma que la funcién de

la proteina normal se pierde soélo cuando ambas copias del gen se inactivan por
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mutaciones puntuales, reordenamientos o delecciones. En los primeros estudios se
observo una pérdida de heterocigosidad en diferentes porcentajes de casos de CCR
para los cromosomas 5q (36%), 8p (50%), 17p (73%) o 18q (75%). Los presuntos
genes supresores tumorales se identificaron posteriormente en 5q (gen APC), 18q
(gen DCC, SMAD4 y SMAD2) y 17p (gen TP53) (33,110).

*APC

El gen APC es probablemente el mas critico en el desarrollo temprano de CCR,
mientras que la presencia de mutacion somatica en ambos alelos esta presente en el
80% de los casos de CCR esporadico, la presencia de mutaciones heterocigotas en la
linea germinal es causante del sindrome de PAF, que se trata de un sindrome
autosdmico dominante. La importancia del gen APC se conoce a raiz de estudios
genéticos que vinculaban la herencia del sindrome de PAF con el cromosoma 5921, y
posteriormente se identificaron mutaciones de la linea germinal que involucraban al
gen APC presente en este locus. Las mutaciones germinales en la region del gen
denominada MCR (mutation cluster region) que engloba la zona de unién a la B-
catenina, dan lugar a la forma clasica del sindrome PAF, aunque también se han
descrito mutaciones germinales a lo largo de todo el gen APC, y dependiendo de la
posicion de la mutacion se distinguen distintas formas fenotipicas del sindrome PAF.
La pérdida del segundo alelo del gen APC, ya sea por delecion o por mutacion
somatica, tiene lugar en las lesiones malignas tempranas presentes en pacientes con
el sindrome de PAF, en focos de criptas aberrantes displasicas y en pdlipos
adenomatosos pequefios. Esto sugiere que la pérdida de la expresion del gen APC es

un evento muy temprano en el desarrollo del CCR (147,148).

La via de senalizacion Wnt es una via de transduccion de sefales conservada
evolutivamente y necesaria para el desarrollo embrionario, con un papel central en el
apoyo a la renovacion del epitelio intestinal. La proteina APC normal parece prevenir la
acumulacion de B-catenina en el citosol y en el nucleo celular al mediar en su
fosforilacion y degradacion. La mayoria de mutaciones en el gen APC, tanto en la linea
germinal como la mutacién somatica, conducen al truncamiento prematuro de la
proteina APC y a la pérdida de sus dominios reguladores de 3-catenina, y esta pérdida
de APC funcional da como resultado la acumulacién nuclear de B-catenina. Por otra
parte, se ha observado que la mayoria de los CCR esporadicos con gen APC normal
presentan mutaciones en el gen CTNNB1 que codifica para la proteina 3-catenina, de
forma que se produce una [-catenina aberrante sobre la que no se produce

fosforilacion y que al igual que en la mutacion del gen APC, el resultado es su
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acumulacion nuclear. En ambos casos, la B-catenina se une y activa al factor de
transcripcion Tcf-4 (149-151). La consecuencia de la activacion del Tcf-4 es que evita
que las células epiteliales entren en la fase de detencion del ciclo celular o
experimenten una diferenciacion terminal, confiriéndoles a estas células resistencia

frente a la apoptosis obteniendo una proliferacién celular continua (152).

Actualmente se postula que la mayoria de casos de CCR esporadico se inician
mediante mutaciones que activan la via de senalizacion Wnt, caracterizadas por la
estabilizacion y acumulacion de la B-catenina, y que posteriormente es traslocada al
nucleo donde forma un complejo con el factor de células T (Tcf-4), produciendo la
activacion de la expresion de los genes c-Myc y ciclina D1, asi como c-jun, fra-1,
PPARS, MMP7 y uPA, generando sefales de proliferacion y evasion de la apoptosis
(149,153).

Existen otras vias de sefalizacién celular que convergen con la via de senalizacion
Wnt, de forma que la presencia de anomalias en estas otras vias de sefalizacion
celular puede llevar al mismo resultado que las alteraciones en la propia via Wnt. La
reciente evidencia sugiere que la proteina APC truncada en el extremo C-terminal
puede tener propiedad de ganancia de funciéon, mecanismo atribuido tipicamente a
oncogenes y no a genes supresores de tumores, de forma que promueve la
supervivencia celular a través de la regulacion del gen BCL2, que estimula la
migracion celular a través de la mediacion de un factor de intercambio de nucleétidos
de guanina denominado Asef y activa la proliferacion de células epiteliales de colon
humano (154,155).

*TP53

El TP53, localizado en el cromosoma 17p, es el gen supresor tumoral que con mas
frecuencia se encuentra mutado en el cancer humano, aproximadamente en el 50% de
los casos. Desempefia un papel como regulador central de diferentes procesos
celulares como la regulaciéon del ciclo celular, apoptosis, desarrollo y diferenciacién
celular, recombinacion homologa y mecanismos de reparacién del ADN. El gen TP53
esta formado por un total de 11 exones y codifica para una fosfoproteina nuclear (p53).
La cantidad y actividad de TP53 se incrementa en respuesta a una variedad de
sefiales, como el dafio en el ADN celular, factores estresantes (hipoxia) o la actividad
oncogénica. La proteina p53 actua como factor de transcripcion de diversos genes
implicados en varios mecanismos, como la detencion del ciclo celular en G1/S'y en los
limites de G2/M, activaciéon de la apoptosis y senescencia, entre otros. De este modo

detiene el ciclo celular en las células dafiadas permitiendo la reparacién del ADN, o de
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lo contrario, desencadena la cascada de apoptosis en las células danadas, frenando

asi su propagacion (10,156).

La disfuncion de la proteina p53 es una de las caracteristicas comunes para los
tumores solidos humanos, que esta presente en mas del 25% de los adenomas y en el
50-70% de los pacientes con CCR, y juega un papel critico en la transicion adenoma-
carcinoma. En la mayoria de los casos, las mutaciones en el gen TP53 son
mutaciones sin sentido que conducen a la sintesis de una proteina disfuncional que
impide su unién especifica a la secuencia de reconocimiento, aunque existen otros
mecanismos con el mismo efecto, como la amplificacion del gen MDM2, el cual
codifica para una ligasa de ubiquitina que se une y degrada al gen TP53 (110,157). La
pérdida de la funciéon p53 representa un evento relativamente tardio en el desarrollo
del CCR, ya que es poco frecuente su alteracion en los polipos adenomatosos o en los
focos de criptas aberrantes, mientras que se encuentra mutado con mayor frecuencia

en etapas mas avanzadas (158).
*DCC, SMAD4, SMAD2

Los genes DCC, SMAD4 y SMAD2 son genes supresores de tumores en el
cromosoma 18q. El gen DCC se expresa normalmente en muchos tejidos, incluida la
mucosa del colon, aunque su funcién normal ha sido dificil de dilucidar debido a su
gran tamano y a la falta de expresion en los CCR. Presumiblemente, las mutaciones
sobre este gen conducen a la pérdida de la expresion de la proteina DCC, que se cree
que tiene un papel en las interacciones célula-célula o célula-matriz. La pérdida de la
expresion de DCC puede tener valor prondstico, particularmente en pacientes con
CCR en estadios tempranos, donde las tasas de supervivencia a 5 afos son
aparentemente peores en los casos de CCR que no expresan DCC en comparacion

con aquellos que si la expresan (159,160).

Se ha identificado un segundo gen supresor de tumores en el cromosoma 18q
denominado gen SMAD4, que codifica una proteina que puede ser importante para la
via de senalizacion de la superfamilia de factores de crecimiento transformantes beta
(TGF-B). ElI TGF-B es una citoquina capaz de inhibir el crecimiento y la diferenciacion
celular al unirse a los receptores transmembrana de tipo | (TGFBR1) y tipo I
(TGFBR2), pero muchas células cancerosas son resistentes a este efecto supresor del
crecimiento debido a la presencia de mutaciones en SMAD4, que interfiere con la
produccion de la proteina requerida para la sefalizacion de TGF-3. También se han
identificado otros posibles mecanismos de interferencia con la sefializacién normal de

TGF-B en células de CCR, incluidas las mutaciones inactivadoras en el gen TGFBR?2,
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y cambios moleculares que resultan en la redireccion de las sefales inhibidoras del
crecimiento por TGF-B hacia sefiales estimuladoras del crecimiento. Existe un
subconjunto de CCR esporadicos en los que se han encontrado mutaciones tanto en
SMAD4 como en un tercer gen supresor de tumores que también se correlaciona con
el cromosoma 18q (SMAD2). Las mutaciones de la linea germinal en SMAD4 y en
BMPR1A, un gen que codifica un miembro de la superfamilia de receptores de TGF- j3,
han sido identificadas en pacientes con SPJ, con un mayor riesgo de CCR invasivos
(161,162).

2.9.3 Genes de reparaciéon de emparejamiento erréneo

Existen varios genes responsables de corregir los emparejamientos nucleotidicos
erréneos (MMR;’mismatch repair’) y las pequefas inserciones o deleciones que
ocurren durante la replicacion del ADN, incluidos hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMS?2,
hMSH6 y hMLH3. Las mutaciones germinal en uno de estos genes parecen ser el
defecto genético subyacente en la mayoria de las familias con sindrome de Lynch, y la
pérdida de expresion de los mismos también se puede encontrar en aproximadamente
el 15% de los CCR esporadicos. Sin embargo, también existen algunos CCR
esporadicos con expresion defectuosa en este tipo de genes y sin mutacion alguna,
debido a la hipermetilacion de los promotores del gen MLH1, que silencian la

expresion génica (163—165).

Las células con deficiencia en la expresién de genes responsables de la reparacion del
ADN acumulan anormalidades en las secuencias de ADN microsatélite, fenomeno
conocido como MSI. Existen varios genes reguladores del crecimiento celular que
contienen ADN microsatélite en las regiones promotoras (TGFRB2, BAX, IGF2R), y
por lo tanto van a ser susceptibles a alteraciones en el control del crecimiento celular
(166).

La mayoria de los laboratorios utilizan un panel de varios locus de microsatélites
cuando realizan pruebas para averiguar el estado MSI (167). Se ha propuesto un
panel que consta de tres repeticiones de dinucledtidos y dos repeticiones de
mononucleétidos como prueba estandar para MSI, de forma que un tumor presenta
estado MSI-H cuando al menos el 40% de los marcadores estan afectados por la
inestabilidad. Existe una minoria de tumores que muestran MSI-L, cuando estan
afectados menos del 40% de los marcadores estudiados. Casi todos los tumores MSI-
H tienen deficiencia de genes de reparacion del ADN mientras que la mayoria de los

tumores MSI-L no tienen defectos de genes de reparacién de ADN (168,169).
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Los CCR MSI-H esporadicos se caracterizan por aparecer con mas frecuencia en el
colon proximal, presentan mayor componente mucinoso, infiltracién linfocitica y estan
pobremente diferenciados, cuando se comparan con los MSS. Ademas el fenotipo
MSI-H se asocia con una mayor supervivencia en tanto en casos de HNPCC como de
CCR esporadico en comparaciéon con los fenotipos MSS o MSI-L (170). Los tumores
MSI-H en estadios tempranos tienen mejor prondstico cuando no presentan mutacion
BRAF V600E (142). En cambio, la influencia del estado MSI en el prondstico del CCR
metastasico es menos clara, aunque existen datos que sugieren una influencia
adversa de MSI-H en el prondstico atribuido a la mayor frecuencia de mutaciones
BRAF en los casos del CCR metastasico con MSI-H (171-173) .

En cambio, el fenotipo MSI-L no esta asociado con el silenciamiento de ninguno de
los otros genes reparadores del ADN, y algunos datos sugieren que en el CCR
esporadico refleja la pérdida del gen MSH3 (174). El fenotipo MSI-L también se ha
asociado con la metilacion del promotor del gen de reparacion del ADN O-6
metilguanina ADN metiltransferasa (MGMT), pudiendo la pérdida de expresion del gen
MGMT obtener como resultado la acumulacion de desajustes G:T en el ADN. La
metilacion del promotor y consecuente pérdida de expresion del gen MGMT se
relaciona con la via serrada de carcinogénesis, y esta presente en los distintos tipos
de pdlipos serrados. En cualquier caso, la evidencia acumulada sugiere que el fenotipo
MSI-L se relaciona con un mal resultado clinico en los casos de CCR en estadio Il y lli
(171,175).

210 Diagnostico

El CCR constituye un problema de salud importante debido a su elevada incidencia y
morbimortalidad. La prevencion del CCR incluye por un lado la deteccién temprana en
individuos asintomaticos, y por otra parte la vigilancia o seguimiento a largo plazo de
individuos de alto riesgo. La lenta progresion a partir de las lesiones precancerosas y
la mejora en el pronéstico derivado del diagnéstico de CCR en estadios tempranos del
CCR, justifica la implementacién de estrategias de cribado para reducir la carga de la
enfermedad y el riesgo de mortalidad asociada a CCR. Las técnicas de cribado o
screening permiten identificar sujetos asintomaticos o en fase inicial de la progresién
tumoral. Las recomendaciones para la implementacion de estos programas de cribado
en la poblacién se establecen en funcion del riesgo de CCR. Generalmente se
estratifica el riesgo en funcién de determinados factores, principalmente la edad y la
presencia de antecedentes personales o familiares de CCR o de pdlipos colorrectales
(176).
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Las guias clinicas elaboradas por las distintas sociedades cientificas o grupos de
expertos para el cribado de CCR son muy similares en cuanto a sus recomendaciones,
estableciendo el inicio de estas pruebas a partir de los 50 afios en personas
asintomaticas de riesgo medio, con ligeras variaciones en cuanto a la frecuencia de
realizacion, la técnica a utilizar o la edad para dejar de realizar dichas pruebas (177—-
179).

Los métodos actuales de deteccion de CCR se dividen en pruebas invasivas y no
invasivas. Las pruebas no invasivas incluyen las pruebas de deteccién de sangre
oculta en heces (SOH) y las exploraciones radioldgicas. Las pruebas invasivas
incluyen la sigmoidoscopia y la colonoscopia, que ofrecen una visualizacion directa y
la deteccion de polipos o neoplasia avanzada con la ventaja de poder obtener biopsias
para su estudio. Ademas, en los ultimos afios han ido apareciendo nuevas
modalidades que podrian llegar a constituir alternativas viables en un futuro préximo,
las cuales se fundamentan en la detecciéon de biomarcadores presentes en diversos

fluidos bioldgicos (180).
i. Deteccién sangre en heces

Los pdlipos colorrectales tienden a ser mas friables vy, por lo tanto, sangran faciimente
en comparacion con la mucosa normal del colon, lo que hace que la deteccion de SOH
sea un método de deteccion viable. Estas técnicas identifican a personas en riesgo de
desarrollar CCR en funcion de la presencia de sangre microscépica en las heces con
una especificidad en torno al 90% en relaciéon con la colonoscopia, lo que las hace
pruebas muy rentables con un elevado valor predictivo negativo. En varios paises,
entre los que se encuentra Espafia, este tipo de pruebas han impulsado los programas

de cribado de CCR mejorando las tasas de participacion (177).

Existen dos tipos de pruebas para la deteccién de SOH: el test de guayacol (gSOH) y
la prueba inmunoquimica fecal (PIF-SOH). Las guias recomiendan que la deteccion
mediante gSOH se realice de forma anual, en tres muestras de heces obtenidas en
tres dias sucesivos. Las pruebas de deteccion gSOH presentan una sensibilidad baja
para detectar polipos y especificidad relativamente baja para la deteccion de CCR, por
lo que es necesario realizar un examen por colonoscopia tras un resultado positivo
(179,181).

La deteccion mediante PIF-SOH es una posibilidad que se refleja en las guias clinicas
para cribado de CCR, ya sea como primera opcion o como alternativa en pacientes

que no pueden o no quieren hacerse una colonoscopia como prueba de cribado inicial,
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0 cuando el acceso a la colonoscopia es limitado. Se recomienda su realizacién de
forma anual, y la obtencién de un resultado positivo para PIF-SOH supone realizar una
colonoscopia posteriormente para confirmar la presencia de lesiones precancerosas o
CCR. En comparacion con la deteccion mediante gSOH, PIF-SOH tiene una mayor
sensibilidad sin pérdida de especificidad, asi como una mejor deteccion de adenomas
avanzados. En el cribado poblacional y en poblacion de riesgo medio se recomienda el
cribado con una determinaciéon de PIF-SOH bianual entre los 50 y los 75 afios de edad
(182-184).

ii. Colonoscopia

Entre las diversas pruebas utilizadas en la deteccion de CCR, la colonoscopia es la
prueba mas precisa y versatil, puesto que permite localizar y biopsiar lesiones a lo
largo del intestino grueso, desde el recto hasta el ileon terminal, asi como detectar
neoplasias sincrénicas y extirpar polipos, todo ello de forma simultanea en el mismo
procedimiento (185). La colonoscopia forma parte de las pautas de deteccion de CCR
desde década de los afios noventa, en base a ensayos controlados aleatorios que
demostraron que la deteccion de SOH seguida de una colonoscopia se asociaba con
una reduccion significativa en la mortalidad relacionada con el CCR (186). Se
recomienda su realizacion cada 10 afios en individuos entre 50 y 75 afos de edad con
un riesgo medio, debiendo realizarse con mas frecuencia cuando existen antecedentes

familiares de CCR o cuando se identifican pdlipos de alto riesgo (177-179).

El posterior examen histolégico de las piezas obtenidas durante el examen
endoscopico permite establecer las caracteristicas anatomopatolégicas y el estadio
tumoral mediante la clasificacion TNM, permitiendo asi una mejor valoracion del

pronéstico de la enfermedad asi como la individualizacion de los tratamientos.
iii. Técnicas moleculares

En los ultimos afios han surgido nuevas pruebas basadas en la biologia molecular,
concretamente en la deteccion de alteraciones genéticas y epigenéticas, que estan
cambiando el enfoque para la deteccion del CCR. Existe ya comercializada una
prueba que combina la deteccién por PIF-SOH y distintas alteraciones en el ADN
correspondientes a regiones promotoras metiladas (BMP3 y NFRG4), mutaciones en
KRAS, y la expresion de B-actina, cuyo resultado puede ser indicativo de la existencia
de pdlipos precancerosos o cancerosos. Este tipo de pruebas simplifican la realizacion
del cribado de CCR, y aunque son mas caras que las técnicas de deteccién de SOH,

resultan mas econdmicas y presentan una sensibilidad similar a la colonoscopia en
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ausencia de las posibles complicaciones derivadas de estos procedimientos invasivos
(187-189).

Existen también disponibles varias pruebas moleculares basadas en la deteccién en
sangre de distintas alteraciones genéticas. Una de ellas detecta el gen SEPT9, cuyo
producto es una proteina (septina) involucrada en la citoquinesis, y que exhibe una
metilacion aberrante de su region promotora en el tejido del CCR en comparacién con
el tejido de la mucosa colénica normal. También existe disponible un panel de ARN
mensajero de 7 genes (ANXA3, CLEC4D, LMNB1, PRRG4, TNFAIP6, VNN1 e IL2RB)
que se cree que reflejan alteraciones sutiles en su expresion periférica en respuesta al
CCR en lugar de servir como biomarcadores directos. Las sensibilidades de estas
pruebas de deteccion son mas bajas que las de la colonoscopia convencional (190—
192).

iv. Marcadores séricos

En cuanto a la utilidad de los distintos marcadores séricos estudiados en el diagnéstico
de CCR, el marcador tumoral de referencia para el CCR sigue siendo el antigeno
carcinoembrionario (CEA), pero su capacidad diagndstica en el CCR es baja. Los
datos disponibles en relacion a la sensibilidad y especificidad del CEA para el
diagnéstico precoz del CCR desaconsejan su uso en el cribado, pudiendo estar
alterado en distintas patologias o estados inflamatorios. Distintos grupos de expertos
no recomiendan la utilidad de estos marcadores tumorales en el diagndstico de CCR.
En cuanto al pronéstico, se ha evidenciado que su concentracion se relaciona con el
tamafo tumoral, y que la existencia de niveles elevados de CEA en el preoperatorio es
un indicador de mal pronéstico con mayor probabilidad de recidiva postoperatoria y en
un periodo mas breve (193,194). Sin embargo, los niveles de CEA tienen valor clinico
en el seguimiento durante o después del tratamiento de pacientes con CCR tras su
diagnostico (195-197). Como normal general, los niveles de CEA se normalizan tras 1-
4 meses de la intervencion, de tal forma que cuando esta normalizacidon no acontece
puede ser considerado como un indicador indirecto de reseccion incompleta o
recurrencia. Se ha estipulado que el intervalo 6ptimo de las determinaciones de CEA
para pacientes en estadio Il y Il deberia ser cada 2 6 3 meses durante, como minimo,
los 2 primeros afios del diagndstico y anualmente hasta los 5 afos. En el caso de
pacientes con enfermedad avanzada, la determinacién de los niveles de CEA permite

controlar la respuesta al tratamiento quimioterapéutico (193—195).
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2.11 Tratamiento actual

El cancer de colon y el cancer de recto requieren enfoques terapéuticos diferentes que

a su vez va a depender de la etapa en la que se encuentren.
i Quirurgico

La cirugia es el principal tratamiento curativo en pacientes con CCR no metastasico,
sin embargo, su resultado esta estrechamente relacionado con la calidad de la propia
cirugia, de la estadificacion preoperatoria y la selecciéon del tratamiento concomitante.
Lo ideal es que la reseccion siga los planos anatomicos embriolégicos para asegurar
que se elimina el tumor y su zona principal de diseminacion linfatica, prestando una
atencion especial a los margenes circunferenciales de reseccion quirurgica (198,199).
En los casos mas avanzados de CCR, el tratamiento neoadyuvante con quimioterapia
0 con una combinacién de quimioterapia y radioterapia preoperatoria puede reducir la
carga tumoral e incluso el estadio tumoral, y puede ser necesario para optimizar las

posibilidades de una reseccién exitosa (198,200).

Existen varios enfoques quirurgicos para pacientes con cancer rectal, segun el estadio
del tumor y la preservacion del esfinter o prevencion de estomas permanentes son
objetivos adicionales, por lo que se necesita una eleccién de tratamiento cuidadosa y
personalizada. El abordaje quirurgico mediante una escision mesorrectal total con
intencion curativa es el estandar desde hace afios. Estas operaciones se realizan con
un procedimiento abierto o con técnicas laparoscopicas avanzadas, aunque también
existen nuevas técnicas endoscopicas transanales que se han mostrado ventajosas en

casos complejos como pueden ser los pacientes obesos (201).
ii. Tratamiento sistémico

El tratamiento sistémico de pacientes con CCR se ha desarrollado sustancialmente en
las ultimas dos décadas con importantes mejoras en el entorno neoadyuvante para el
cancer rectal y en los entornos adyuvantes para el cancer de colon. No hay un
tratamiento neoadyuvante aceptado para el cancer de colon, sin embargo si se
recomienda la radioterapia o quimioterapia neoadyuvante para el cancer rectal en
estadio intermedio y avanzado para reducir la tasa de recurrencia local. El tratamiento
neoadyuvante puede administrarse como radioterapia de ciclo corto seguido de cirugia
o0 como quimiorradioterapia con 5-fluorouracilo o capecitabina (202,203).

La tasa de curacion tras cirugia en el cancer de colon de estadio Il (T3, T4a, T4b y
NOMO) es alta, y solo el 5% de los pacientes obtienen beneficio de una quimioterapia

adyuvante. Sin embargo, las pautas respaldadas por distintas sociedades cientificas
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recomiendan considerar la terapia adyuvante en casos de alto riesgo (204). Por el
contrario, el tratamiento adyuvante es un estandar para los tumores de estadio Il
(cualquier T, N1-2, MO0), utilizando una combinacion de 5-fluorouracilo (5-FU) mas
oxaliplatino. Actualmente, no hay datos que respalden que la adicion de terapias
dirigidas como puedan ser los anticuerpos monoclonales especificos del receptor de
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o anticuerpos especificos del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), mejoren el resultado en el tratamiento
adyuvante (204). En los casos de cancer rectal se puede aplicar quimiorradioterapia
postoperatoria si no se ha administrado tratamiento preoperatorio y si existen ciertos

factores de riesgo, basado en fluoropirimidinas (205).

El tratamiento quimioterapico de primera linea en la enfermedad metastasica suele ser
una combinacion de 5-FU o su homélogo de administracion oral (capecitabina),
leucovorina, y oxaliplatino (protocolo FOLFOX) o irinotecan (protocolo FOLFIRI) (206).
Junto con estos regimenes combinados de quimioterapia, se utilizan agentes
especificos, principalmente se incluyen tres grupos de farmacos: anticuerpos
monoclonales frente al receptor del factor epidérmico (EGFR: cetuximab vy
panitumumab), anticuerpos monoclonales frente al factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF: bevacizumab), y proteinas de fusién que se unen a multiples factores
de crecimiento proangiogénico (aflibercept) o a moléculas con actividad quinasa
(regorafenib). Los anticuerpos monoclonales contra EGFR muestran eficacia tanto en
pacientes sin tratamiento quimioterapico previo como en pacientes con tumores
refractarios a quimioterapia mejorando la tasa de respuesta global, la supervivencia
libre de progresion e incluso la supervivencia global en pacientes con CCR
metastasico. Sin embargo, un requisito previo para la eficacia de estos agentes es que

los tumores no presenten mutaciones en KRAS y NRAS (207).

3. Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal representa la conexion del organismo humano con el medio
externo, en el que existe una compleja ecologia polimicrobiana que interactia con
ambos medios y tiene una importante influencia sobre el estado de salud. Esta
comunidad microbiana heterogénea y metabdlicamente activa vive en simbiosis con el
huésped, y juega un papel importante tanto a nivel metabdlico como inmunolégico
(208). La microbiota intestinal (MI) desempefia un papel importante en la digestion de

polisacaridos no digeribles, en el metabolismo energético, en la sintesis de vitaminas,
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en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis del epitelio, e incluso

interaccionando con el sistema inmune (209).

3.1 Composicién de la Mi

En el intestino grueso humano residen mas de 100 billones de bacterias con 3,3
millones de genes microbianos, 150 veces mas que en el genoma humano (210). La
densidad microbiana encontrada a lo largo del sistema digestivo es de 10'-10°
microorganismos por gramo en estémago y duodeno, 10*-10” microorganismos por
gramo en yeyuno e ileon, y finalmente 10'*-10" microorganismos por gramo en colon,
siendo esta parte del intestino la de mayor densidad microbiana de todo el organismo
humano (211,212).

El tracto gastrointestinal humano alberga una gran diversidad microbiana que se
puede dividir en cuatro filos principales: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y
Proteobacteria (209). Diferentes estudios en metagendmica sobre la MI, muestran la
inmensa diversidad filogenética existente y se estima la existencia de mas de 1000
filotipos, con al menos 160 especies prevalentes por individuo (210). La gran mayoria
de las bacterias enddgenas a nivel de especie en adultos sanos, aproximadamente el
90%, pertenecen principalmente a los filos Firmicutes y Bacteroidetes, mientras los
filos Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia, Spirochaetes y

Lentisphaerae presentan una menor abundancia (entre <1% vy el 15%) (213).

Existe una variabilidad interindividual en la composicion microbiana, debido en gran
parte a multiples factores genéticos y ambientales tales como, la localizacion
geografica donde reside o el estilo de vida, y no menos importante, las alteraciones
causadas por ciertos estados de enfermedad. Ciertos estudios recientes muestran
como a pesar de existir un perfil microbiano caracteristico para cada individuo, un
conjunto de aproximadamente 50 taxones se muestra comun en la mitad de los
individuos (210,214). También se ha demostrado que los individuos comparten un
conjunto de genes microbianos implicados en las principales rutas metabdlicas, de
este modo la desviacién funcional de este grupo de genes podria asociarse a
alteraciones del estado fisioldgico. Sin embargo, también es destacable la diversidad
genética especifica de cada individuo a la que todavia no se le ha podido asignar un

papel claro (215).

Las especies Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii, pertenecientes al filo
Firmicutes, y el género Bacteroides (filo Bacteroidetes) constituyen aproximadamente

el 70% de la microbiota total en humanos, mientras que el resto de géneros
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bacterianos estan presentes solo en determinados subgrupos de individuos o en
partes concretas del colon (216,217). El crecimiento bacteriano en el colon se
encuentra facilitado tanto por el peristaltismo como por el mantenimiento de una
viscosidad y temperatura Optimas, y también es facilitado por la carencia de
mecanismos inmunes para hacerle frente. El colon e ileon de personas sanas estan
recubiertos por dos capas de moco que presentan estructuras diferentes. Mientras la
capa mucosa externa contiene grandes cantidades de bacterias, la capa interna se
encuentra libre de bacterias y se muestra resistente a la penetracién bacteriana hacia
el epitelio intestinal. En cuanto a la organizacion espacial de la microbiota en las
heces, la superficie externa esta cubierta por una capa de moco similar a la capa

externa de moco que recubre la mucosa intestinal (218).

La microbiota se puede dividir en grupos bacterianos presentes en todos los
individuos, que son conocidas como bacterias comensales, y bacterias presentes sélo
en algunos subgrupos, denominadas bacterias ocasionales, ya sea de forma difusa o
local. Las bacterias comensales incluyen ciertas familias bacterianas como
Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, Lactobacillaceae y
Enterococcaceae, que estan presentes con frecuencia pero que no son bacterias de
presencia obligada en el intestino humano sano, por lo que su presencia, ausencia, o

cualquier alteracion en su concentracién, no son reflejo del estado del colon (219).

3.2 Implicacioén fisiolégica y metabdlica de la Mi

En condiciones normales la Ml tiene un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal del huésped y es de gran importancia para el epitelio intestinal
ya que participa de forma acitva en funciones protectoras, estructurales y metabdlica.
El papel estructural de la Ml y su implicacion en funciones fisiolégicas es cada vez mas
evidente, tal como muestran los resultado de estudios realizados principalmente con
ratones manipulados sin presencia de MI. Estos ratones presentan vellosidades
intestinales mas largas y una atrofia de la cripta, una disminucion del grosor de la
mucosa intestinal y de la pared muscular, las placas de Peyer son mas pequefas y
existen menos linfocitos intraepiteliales. A nivel fisiologico, estos ratones son mas
susceptibles a infecciones, presentan una renovacion de células epiteliales mas lenta y
una vascularizacion reducida consecuencia de una menor capacidad de angiogénesis,
también presentan una menor actividad enzimatica, una menor produccién de
citoquinas y niveles reducidos de inmunoglobulinas séricas. En una segunda fase en
estos estudios, la reconstitucion de la Ml en los ratones consigue restaurar el sistema

inmunitario de la mucosa, aumentando a su vez la expresidon de varios genes
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implicados en la absorcion de nutrientes, en el metabolismo, en la angiogénesis, en la
funcion de barrera de la mucosa y en el desarrollo del sistema nervioso intestinal
(220).

Algunos microorganismos del intestino complementan determinadas rutas
metabdlicas, como puede ser la produccion de vitaminas (folato, biotina, vitamina K) y
oligoelementos esenciales, o extraen directamente energia a partir de carbohidratos
indigeribles como el almidén, ejerciendo un importante papel en la nutricion y equilibrio
energético del hospedador (221). Algunos procesos metabdlicos bacterianos a partir
de los sustratos procedentes de la dieta originan metabolitos que pueden tener efectos
beneficiosos, como puede ser el efecto antiinflamatorio de los AGCC procedentes de
la fermentacion de los polisacaridos, o también pueden dar origen a metabolitos con
efectos perjudiciales, como el efecto procarcinogénico de los productos derivados de
nitrégeno (aminas, derivados de amonio, acidos fendlicos) procedentes del

catabolismo proteico (222,223).

Otra de sus funciones reconocidas de la Ml es la resistencia que ofrecen a la
colonizacién intestinal por bacterias enteropatéogenas y los mecanismos implicados
son: la competencia por los receptores de adhesion y por los recursos nutricionales, la
estabilizacion de la barrera mucosa intestinal y la produccion de sustancias con
propiedades antimicrobianas (bacteriocinas) o AGCC (acetato, butirato) que alteran el
pH intestinal y previenen asi también la colonizacién intestinal por enteropatégenos, o

la estimulacion de la respuesta inmune (224-227).

Es de destacar el concepto emergente de un eje microbiota-intestino-cerebro, que
juega un papel en la regulacion de la ansiedad, la cognicion, el dolor y el
comportamiento, asi como en una posible contribucién a la fisiopatologia de

desordenes del sistema nervioso central (228).

3.3 Microbiota y sistema inmune

Una funcién importante del sistema inmunitario intestinal es controlar la exposicion de
las bacterias a los tejidos del huésped, disminuyendo asi el potencial de resultados
patologicos. Esto ocurre a dos niveles: por un lado, minimizando el contacto directo
entre las bacterias intestinales y la superficie de las células epiteliales mediante la
presencia de una capa de moco interna libre de bacterias; y por otro lado, confinando
a las bacterias penetrantes y limitando su exposicion al sistema inmunitario sistémico,
principalmente mediante la secrecion de proteinas con actividad antibacteriana

secretadas por el epitelio intestinal (218).
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La MI también actia como componente integral del sistema inmune humano regulando
el potencial y las respuestas inmunoldgicas. La interaccion entre la Ml y el sistema
inmune de la mucosa durante nuestra infancia es clave en su desarrollo y en el
mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica lo largo de la vida adulta (229). A su
vez, esta interaccion contribuye a la maduracion y modulacion tanto del sistema
inmune intestinal como del sistema inmune sistémico a través de componentes
inmunes innatos, como los receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
expresados en los diferentes tipos de células presentes en la mucosa intestinal
(enterocitos, células polinucleares, mastocitos, macréfagos y células dendriticas); y a
través de componentes inmunes adaptativos, como son los receptores altamente
especificos expresados en la superficie de las células T y células B. El reclutamiento y
la activacion de todas estas células dependen y estan reguladas por sefiales
procedentes de la Ml (230).

Dentro de los mecanismos de defensa de bacterias comensales frente a bacterias
patégenas se encuentra la activacion de la inmunidad innata del huésped a través de
los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) o los patrones moleculares
asociados a microorganismos (MAMP), que incluyen componentes microbianos como
lipopolisacaridos, lipidos A, flagelos, y ADN/ARN bacteriano (231). Estos PAMP/MAMP
son reconocidos por PRR como los receptores Toll-like (TLR), los receptores de lectina
tipo C (LCR) o los receptores de lectina tipo N (LNR) de las células eucariotas. Las
interacciones entre PRR y PAMP/MAMP conducen a la activacién de varias vias que
garantizan la homeostasis intestinal, como las vias implicadas en la funcion de barrera
mucosa o en la sintesis de péptido antimicrobiano (PA) por las células de Paneth
(232). Un estudio reciente ha demostrado que en condiciones normales las bacterias
comensales son reconocidas por los TLR presentes en la superficie intestinal, y esta
interaccion desencadena un bajo grado de sefializacién de TLR. Sin esta sefializacion
la superficie intestinal se vuelve mas susceptible a lesiones y ademas es menos capaz
de inducir la reparacion de un posible dafio, alterando de este modo el mantenimiento

de la homeostasis del epitelio intestinal (233).

Las células dendriticas contribuyen al mantenimiento de la homeostasis intestinal al
inducir tolerancia inmune a las bacterias intestinales comensales y producen
citoquinas (IL-1pB, IL-6 e IL-23) que activan a las células linfoides intestinales (CLI), que
a su vez promueven respuestas inmunes adaptativas protectoras mediadas por células
Th1y Th17. Las CLI también producen citoquinas efectoras (IL-17, IL-22 e IFN-y). La
acumulacion de IL-17 e IFN-y se asocia con el desarrollo de inflamacioén, mientras que

la IL-22 promueve la produccién de PA y moco en las células epiteliales para hacer
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frente a los patdgenos. Ademas, las CLI también participan en el procesamiento y
presentacion de antigenos, interactuando con las células T CD4, regulando asi las
respuestas inmunes adaptativas (234). Por lo tanto, las CLI se activan directamente en
respuesta a MAMP a través de PRR, pero también se activan en respuesta a diversas
citoquinas, aun en ausencia de contacto directo con microorganismos, lo cual indica
que pueden contribuir con la inflamacion inicial y actuar como integradoras de las
sefales que producen las células epiteliales y otras células del sistema inmune. Las
alteraciones tanto en el nimero como en la funciéon de las CLI conlleva la pérdida de la
homeostasis en los tejidos, generalmente en el contexto de enfermedades asociadas

con inflamacion cronica (235).

Las bacterias principalmente implicadas en la modulacion de la respuesta inmune
innata y adaptativa son las bacterias filamentosas segmentadas, estrechamente
relacionadas con género Clostridium (tipo 1). Estas bacterias se adhieren a la
superficie epitelial para obtener nutrientes, y este contacto con el epitelio es
beneficioso también para el huésped debido a la estimulacién del sistema inmunitario.
Concretamente producen la estimulaciéon de las respuestas inmunes innatas y
promueven el desarrollo de los tejidos linfoides (230), modulan la actividad de células
Th17, que a su vez liberan IL-17 cuyos efectos son la produccion de PA, el
reclutamiento de neutrdfilos y la secrecion de IgA, proporcionando en definitiva un
ambiente inflamatorio protector frente a ciertas infecciones, pero que también se
asocia a un mayor riesgo de desarrollo de Ell (234,236). Algunas bacterias como
Bacteroides fragilis poseen la capacidad de promover un ambiente protector mediante
la activacion de células Treg debido a la expresion del polisararido A y su unién al
TLR2 de las células T CD4 (234).

Los macrofagos también actian en la respuesta inmune innata, y ademas de su
actividad fagocitica, también producen IL-10, una citoquina antiinflamatoria que
contribuye al mantenimiento de la homeostasis intestinal. Los neutrdfilos y los
eosindfilos también juegan un papel en la inmunidad innata mediante la produccion de
IL-22 proinflamatoria y estimulan la respuesta inmune adaptativa mediante la
produccion de inmunoglobulina A (IgA). Las células Fox3p+ reguladoras (Treg), que
abundan en la lamina propia intestinal, suprimen las respuestas inflamatorias debido a

la produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-( (234).

Los micronutrientes producidos por bacterias comensales, como AGCC, lipidos y
vitaminas, pueden modular el sistema inmunitario del huésped y participar en la

configuraciéon de la arquitectura de la MIl. Los AGCC (butirato, acetato y propionato),
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contribuyen al mantenimiento de la homeostasis intestinal a través de receptores
acoplados a proteinas G (GPR), incluidos GPR43 y GPR109A. El acetato producido
por Bacteroides thetaiotaomicron facilita el desarrollo de las células caliciformes y la
secrecion de moco, y Bifidobacterium longum puede suprimir la translocacion de la
toxina Shiga de Escherichia coli O157:H7 al promover la integridad epitelial intestinal a
través de la produccion de acetato. En contraste, el butirato y el propionato promueven
la acumulacién de células Treg y su actividad supresora al inhibir la actividad las
histonas desacetilasas a través de GPR43 (234). EI butirato también regula
negativamente la producciéon de citoquinas proinflamatorias que incluyen IL-12, IL-6,
TNF-a y o6xido nitrico a partir de macrofagos, y en consecuencia un beneficio
terapéutico potencial para la Ell. Es importante destacar también que el butirato y la
niacina inducen la produccion de IL-18 en el epitelio intestinal, mediante la activacion
del receptor GPR109A, que desencadena un efecto antiinflamatorio y promueven la
diferenciacion de las células Treg, ejerciendo un papel protector frente a la
carcinogénesis del colon (234,237). El acido félico derivado de la dieta y las bacterias
comensales estan involucrados en el mantenimiento de la homeostasis inmunolégica
al promover la supervivencia de las células intestinales Treg. Ademas, los acidos
biliares sintetizados por bacterias comensales inhiben la actividad de NF-kB sobre los
macrofagos suprimiendo asi la produccion de IL-6, TNF-a, IL-1B8 e IFN-y. La Ell se
caracteriza por presentar también un desequilibrio en la composicion de la Ml y bajas
concentraciones de acidos biliares en el lumen intestinal, lo que podria apuntar a una

posible contribucion de la disbiosis en el desarrollo de la Ell (234).

3.4 Dinamismo de la microbiota

La bioestructura y composicion de la Ml varia de forma interindividual, mientras que a
nivel intraindividual son generalmente estables en el dia a dia pero sufren cambios
sustanciales con a lo largo del tiempo (238). Existen varios estudios longitudinales en
seres humanos que muestran la plasticidad de la MI, destacando que factores como la
dieta, el medio ambiente, y los cambios fisiologicos pueden influir tanto en la
composicion como en la funcionalidad de la MI (239,240). Los cambios en la dieta,
como puede ser el aumento en la ingesta de hidratos de carbono, han demostrado la
capacidad que presenta la MI para adaptar su arquitectura ecoldgica con la rapidez y
eficacia necesaria para el mantener una correcta simbiosis huésped-microbiota
(241,242). Esta rapida capacidad de adaptacion se considera una caracteristica
necesaria de la M| para maximizar la eficiencia de extraccion de nutrientes y garantizar
un estado saludable. Pero los mismos cambios en la dieta en distintas personas no

van a dar lugar a la misma MI definitiva, ya que las variaciones relacionadas con la
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dieta no modifican las diferencias interindividuales pre-existentes. En cambio existe la
posibilidad de que personas con patrones dietéticos similares terminen compartiendo
una arquitectura similar de la Ml a largo plazo, demostrandose asi que la presencia o
ausencia de varios taxones bacterianos podria estar relacionada con la ingesta de
nutrientes determinados (242). De forma menos llamativa se observa cierta plasticidad
de la MI en respuesta a factores como el clima, la localizacion geografica o el grado de
exposicion a bacterias ambientales, siendo este Ultimo factor de vital importancia para
el desarrollo y mantenimiento de la funcionalidad del sistema inmunitario desde el
nacimiento hasta la edad adulta (243,244).

Los cambios fisiolégicos naturales también van a modificar la estructura microbiana
tanto de forma temporal durante el embarazo o la lactancia, como de forma
permanente como sucede en el proceso de envejecimiento (245,246). La Mi
envejecida se caracteriza por una reduccidén en la biodiversidad, una mayor
abundancia de anaerobios facultativos y una disminucidon en la abundancia de
especies bacterianas con propiedades anti-inflamatorias derivadas de la produccion de
butirato, tales como Faecalibacterium prausnitzi (247). Curiosamente, esta variacion
en la Ml de adultos sanos esta presente en varios trastornos inflamatorios sistémicos
crénicos, tales como la obesidad, sindrome metabdlico y enfermedades inflamatorias
del intestino (224,248). Por otra parte, el consumo de farmacos, antibiéticos o
medicamentos antiinflamatorios, impactan sobre la composicion microbiana del
intestino y generan diferentes configuraciones de la microbiota, llevando consigo un
aumento o disminucién de la capacidad metabdlica, y por lo tanto de la eficacia de

algunos farmacos (249-251).

3.5 Disbiosis, respuesta inmune e inflamacién en la induccion de Ila

carcinogénesis.

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que ademas de los factores genéticos,
también estan estrechamente asociados con el riesgo de desarrollar CCR otros
factores como la inflamacién, la infeccion, la terapia antimicrobiana y la dieta, que a su
vez también estan relacionados con los cambios en la diversidad y actividad de los

microorganismos que colonizan el tracto gastrointestinal (208).

La alteracién de la estructura de la Ml o disbiosis, consiste en procesos no
necesariamente excluyentes, como la pérdida de microorganismos beneficiosos, la
expansion de microorganismos nocivos o la pérdida de la diversidad microbiana. Esta

alteracion en el equilibrio de la Ml se ha asociado con distintos tipos de enfermedad:
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obesidad, Ell, enfermedades autoinmunes, adenomas y cancer (208). Varios estudios
han relacionado este desequilibrio en la comunidad microbiana con la etiologia de los
adenomas colorrectales y del CCR, donde se postula si el cancer es el producto de la
disbiosis o si es la alteracion en el microbioma normal el resultado de la progresion del
cancer. Existe evidencia acerca de que la alteracion de las comunidades microbianas
que colonizan determinados 6rganos se asocia de forma directa o indirecta con el

proceso de carcinogénesis (252).

Los microorganismos intestinales pueden promover la aparicion y la progresion del
CCR mediante diferentes procesos, como la induccion de una respuesta inflamatoria y
estrés oxidativo, la biosintesis de genotoxinas o la produccion de metabolitos téxicos.
El desequilibrio de la Ml en favor de patdégenos oportunistas contribuye a una
evolucion hacia un estado de inflamacién crénica que puede acabar desarrollando

poélipos adenomatosos y finalmente CCR (Figura 12) (222).

Se ha observado que la MI de los ratones presenta una notable similitud con la MI
humana, y los estudios realizados en estos animales han demostrado que se producen
cambios en la composicion de la Ml en enfermedades como la obesidad, diabetes,
higado graso, aterosclerosis, enfermedades alérgicas, enfermedades
gastrointestinales, enfermedades autoinmunes y cancer (253). Zackular et al.
demostraban en el estudio realizado sobre un modelo murino que el Ml experimentaba
cambios dinamicos durante el desarrollo del proceso inflamatorio y en la
carcinogénesis, contribuyendo de forma activa en los procesos que promueven la

carcinogénesis (254).

Se ha demostrado que la colonizacion intestinal con Enterococcus faecalis y
Bacteroides vulgatus en animales que previamente estaban libres de microorganismos
conduce a la activacion de las vias de sefializacion de NF-kB en las células epiteliales.
Ademas la inoculacién de la microbiota presente en el intestino de ratones con
tumores en ratones previamente libres de microorganismos aumenta
significativamente el proceso de carcinogénesis en el colon en comparaciéon con
ratones control, colonizados a partir de la microbiota procedente de ratones sanos.
Estudios realizados también sobre modelo murino en el que se colonizaban los
ratones libres de microorganismos con Ml humana, tanto de pacientes con CCR como
de individuos sanos, también sugiere que la estructura inicial del Ml condicionar la
susceptibilidad del colon a la carcinogénesis. Por lo tanto, se puede concluir que la
evidencia disponible sugiere que la alteracién de la homeostasis huésped-microbiota

es clave para la instauracién del proceso inflamatorio cuya prolongacion en el tiempo
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tiene como consecuencia varios cambios que conducen a la carcinogénesis del colon
(222).
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Figura 12. Papel de la disbiosis bacteriana e induccion de la carcinogéneis del colon. Fuente:
imagen tomada de la publicacion Nistal et al., 2015 (222).

i. Respuesta inmune innata

Dentro de las funciones esenciales del sistema inmune innato se incluyen la deteccién
de microorganismos y actuar como primera linea de defensa frente a la invasion e
infeccion por parte de éstos, la regulacion del proceso inflamatorio, limitar el dafio
sobre el hospedador, el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica, y la activacion
de respuestas inmunes adaptativas. La activacion del sistema inmune innato por las
bacterias comensales tiene como resultado la liberacion de citoquinas proinflamatorias
por parte de los macrofagos, las células dendriticas y las células NK ("natural-killer"),
como son IL-12, IL-23, TNF-a e INF-y, con la consecuente activacion de las células del
sistema inmune adaptativo, incluidos los linfocitos T y B, y varios mediadores
inflamatorios. Una de las principales consecuencias de esta respuesta inflamatoria es
la activacion de factores de transcripcion de determinadas vias de senalizacion celular
en las células epiteliales (NF-kB y STAT3) y la generacion de ROS y RNS, lo que lleva
a estrés oxidativo, dano en el ADN, proliferacién aberrante, y finalmente el desarrollo
de adenomas y del CCR (222).

Diferentes tipos de células, entre las que se encuentran las del epitelio intestinal,

expresan PRR que median en la interaccion entre el sistema inmune y la microbiota
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comensal cuando hay una traslocacion bacteriana. Entre estos PRR se encuentran los
TLR, presentes en la superficie celular, y los receptores citoplasmaticos NOD-/ike
(NLR). Este tipo de receptores reconocen patrones relacionados con las bacterias
como el lipopolisacarido (LPS), peptidoglucano, flagelos o ADN/ARN microbiano. Los
PAMP activan los PRR en varios tipos de células como macréfagos, miofibroblastos y
células epiteliales, induciendo la produccion de citoquinas proinflamatorias y la
activacion de las vias intracelulares de supervivencia NF-kB y STAT3 (253,255). La
activacion de NF-kB produce un incremento tanto en la liberacion de citoquinas como
la sefializacién de Wnt, lo que pueden transformar a las células epiteliales intestinales
e iniciarse un proceso oncogénico (256). Se han realizado estudios en ratones con el
objetivo de aclarar el papel de los receptores TLR2, TLR4, NOD1 y NOD2, NLRPG,
demostrando que son relevantes en la formacién de tumores en ratones, y ademas se
ha demostrado que existen polimorfismos relacionados con algunas enfermedades en
humanos, incluyendo el CCR (252,255).

Uno de los primeros estudios que describen la asociacion entre la microbiota, el
sistema inmune innato y el cancer, muestra que la activaciéon del adaptador de la sefal
de transduccién del sistema inmune (MyD88), que es una proteina para la sefializacion
de TLR e IL-1/IL-18, tiene un papel fundamental en el desarrollo de tumores
intestinales espontaneos e inducidos por carcinégenos (257). En un modelo de cancer
asociado a colitis inducido por carcinégeno se ha observado que, mientras que la
sefalizacion a través de TLR4 promueve el desarrollo de pdlipos intestinales, la
sefalizacion MyD88 mediada a través de TLR2 parece ejercer un efecto protector
(258). Este efecto contradictorio podria explicarse por que MyD88 también interviene
en la senal a través del receptor de IL-18, una citoquina que promueve la reparacion
de tejidos, tiene papel protector frente tumores y participa en el mantenimiento de la
homeostasis de la microbiota. De hecho, se ha demostrado que ratones libres de
cualquiera de ambos, MyD88 o IL-18, muestran una susceptibilidad similar a la
formacion de pélipos. Por lo tanto, la ausencia de MyD88 puede inducir carcinogénesis
al bloguear una via dependiente de IL-18 que controla la composicion microbiana a
través de los inflamasomas, que son un subconjunto de NLRs capaces de ensamblar y
oligomerizar en una estructura activadora de la cascada de la caspasa-1, esencial
para la produccion de IL-1B e IL-18. A su vez, esa deficiencia asociada a la falta de IL-
18 junto con la disbiosis puede provocar un proceso de inflamacién crénica con
aumento de la sefalizacion de IL-6 y la consiguiente activacion de STAT3, inhibiendo

la apoptosis y favoreciendo el proceso de carcinogénesis (258).
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Los estudios realizados muestran que los inflamasomas median de algun modo en la
homeostasis intestinal y en el proceso de carcinogéneis. Diversos estudios realizados
sobre ratones con deficiencia inducida en caspasa-1 u otros componentes del
inflamasoma, como NLRP3, NLRP6 y NLRP12, han evidenciado un aumento en la
susceptibilidad a la formacién de pdlipos. De forma especifica, se ha observado que
ratones deficientes en NLRP6 desarrollan un estado inflamatorio asociado a disbiosis
bacteriana que promueve la proliferacién de células epiteliales y la carcinogénesis a
través de la induccién de la senalizacion de IL-6. En este estudio también se ha
observado que ratones wild type que conviven con ratones deficientes en NLRP6
muestran una mayor predisposicion al desarrollo de CCR inducido por inflamacién, lo
que sugiere la posible transferencia de MI alterada a ratones wild type y la
consiguiente inflamacion del colon debido a la activacion del eje IL-6 como factores

clave en la induccién del proceso carcinogénico (259).

Se ha demostrado que la sefalizacion por IL-6 es el eje central en la patogénesis del
CCR inducido por inflamacion, y se sugiere que la IL-6 producida por las células
mieloides de la lamina propia impide la apoptosis en las células epiteliales intestinales
normales y premalignas a través de la activacion de STAT3. En los estudios realizados
en modelo murino se ha observado un aumento de los niveles de IL-6 en ratones wild
type que conviven con ratones deficientes en NLRP6 y ASC, mientras que es asi
cuando conviven con ratones deficientes en NLRP6 y CCL5, lo que sugiere que el
incremento en los niveles de IL-6 precisa de la transferencia de una microbiota

alterada pero también de la potenciacion inducida por CCL5 (Figura 13) (259).

El receptor citoplasmatico NOD2 esta relacionado con el desarrollo de la EC en los
seres humanos. Estudios realizados con ratones han demostrado que la deficiencia de
NOD2 se asocia con disbiosis, y esta alteracion de la microbiota puede promover el
proceso inflamatorio y el de carcinogénesis. Ademas se ha evidenciado el desarrollo
de cancer en ratones wild type que convivian con ratones deficientes en NOD2,
asociandose este hecho a la transferencia de Ml desde los ratones deficientes en
NOD?2 a los ratones wild type (256).

La estudios realizados hasta el momento sugieren que la alteracion de la senalizacion
inmune innata podria promover el crecimiento de bacterias promotoras del proceso
carcinogénico dentro de la MI. Existe suficiente evidencia para afirmar que la
translocacion bacteriana a través del epitelio intestinal produce la activacion de TLR y

NLR, y participa de forma activa en la promocién de la inflamacion, sin embargo no
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queda claro si las deficiencias en la sefalizacion inmune innata por si mismas

conducen a la disbiosis en ausencia de inflamacioén (256,258).
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Figura 13. Receptores microbianos y su respuesta en el CCR. Fuente: imagen tomada de la
publicacién Kostic, Chun, Meyerson, & Garrett, 2013 (260).

ii. Inflamacion

Como ya se ha comentado, existen estudios que han demostrado que la inflamacion
crénica, como la que tiene lugar en Ell, tipo EC o CU, aumenta el riesgo de
transformacion neoplasica y CCR. Esta inflamacion crénica conduce a la produccién
de citoquinas y ROS que generan un microambiente que promueve la carcinogénesis
y a su vez producen alteraciones en la estructura de la comunidad microbiana
(223,261). En algunos casos, se ha visto que la inflamacion promueve la
carcinogénesis a partir de un microambiente de disbiosis que favorece la expansion de
cepas bacterianas genotoxicas. Un reciente estudio realizado en ratones deficientes
en IL-10 muestra como la inflamacion intestinal modifica la comunidad microbiana y

promueve la proliferacion de bacterias genotéxicas, apoyando la idea de que el CCR
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puede ser causado por microorganismos especificos que se desarrollan dentro de un

ambiente inflamatorio (262).

La inflamacién produce la inestabilidad del ADN puesto que produce dano sobre éste y
compromete su mecanismo de reparaciéon. En general, mas del 20% de los canceres
estan precedidos por un estado de inflamacién crénica, como se ha observado en el
carcinoma hepatocelular y en el CCR. Sin embargo, el papel de la inflamacién no se
limita al inicio del proceso de carcinogénesis, sino que también resulta relevante en el
crecimiento del tumor (263). La inflamacion crénica es un factor de riesgo importante
para el CCR ya que conlleva el reclutamiento de células inmunes y la liberacion de
mediadores inflamatorios como TNF-q, IL-6, IL1b y otras citoquinas que activan el NF-
KB para iniciar una cascada de eventos que culminan en carcinogénesis de colon
(264).

Un proceso inflamatorio que se acompana de activacion oncogénica puede conducir a
la amplificacion de la cascada de sefalizacion NF-kB-IL-6-STAT3, lo que resulta en el
inicio o progresion del cancer. La activacion de NF-kB ocurre en la mayoria de los
tumores por estimulos inflamatorios 0 mutaciones oncogénicas, y da como resultado
una expresion génica proinflamatoria, proliferativa y anti-apoptoética. Su identificacion
como el primer vinculo molecular entre la inflamacion y el CCR resalta el importante
papel del microambiente tisular como fuente de citoquinas inflamatorias pro-
carcinogénicas, en su mayoria potentes activadoras de NF-kB (264). NF-kB contribuye
al inicio del tumor por la supresion de la apoptosis en los enterocitos, y en las células
mieloides esta implicado en la proliferacion celular por medio de la produccién de
citoquinas proinflamatorias. Ademas, se ha demostrado recientemente que la elevada
sefalizacion de NF-kB en células epiteliales mejora la activacion de la via Wnt-3-
catenina e induce la desdiferenciacion de células intestinales, adquiriendo asi
capacidad para iniciar el proceso de carcinogénesis (265). Generalmente, la activacion
de NF-kB resulta en la expresién de citoquinas inflamatorias, como TNF-a, IL-1, IL-6 y
IL-8, moléculas de adhesion, enzimas que participan en la sintesis de prostaglandinas,
oxido nitrico sintasa, factores angiogénicos y genes anti-apoptoticos, que proporcionan
ventajas de supervivencia a las células precancerosas o tumorales en el intestino
(264).

Las células mieloides infiltrantes de tumores producen citoquinas proinflamatorias que
inducen la sefalizacion de STAT3 y de NF-kB para aumentar la proliferacion celular y
suprimir la apoptosis. La activacion de STAT3 por parte de IL-6 producida por las
células mieloides resulta clave en la carcinogénesis temprana asociada a colitis, donde

STAT3 aumenta la proliferacion celular premaligna e inhibie la apoptosis. STAT3 esta
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implicado en el proceso de carcinogénesis de varios tejidos y en el proceso

inflamatorio del cancer de higado, pulmon, pancreas y colon (264).
iii. Toxinas

La disbiosis intestinal promueve la proliferacion de algunos microorganismos que han
desarrollado mecanismos de supervivencia como la expresién de proteinas que dafan
al ADN y que producen mutaciones en el huésped por favorecer la proliferacion
celular, afectar a la estabilidad del genoma y dotar de resistencia frente a la apoptosis
celular. Entre ellos podemos mencionar Enterococcus faecalis, Bacteroides fragilis,

Escherichia coli o Fusobacterium nucleatum (208,252,263).
*Toxina FadA producida por Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum es una bacteria comensal que posee la capacidad de inducir el CCR a
través de la expresion del factor de virulencia FadA, una molécula de adhesion a la
superficie de las células epiteliales del colon que facilita la fijacion e invasion por parte
de este microorganismo y es capaz de interactuar con E-cadherina, una proteina
importante en el mantenimiento de la integridad de las células epiteliales, provocando
la pérdida de contacto en las uniones intercelulares, y en consecuencia aumentando la
permeabilidad paracelular y proporcionando una oportunidad de penetraciéon para
otras especies bacterianas, lo que va a producir la estimulacion del sistema inmunitario
del huésped. Ademas, FadA es capaz de activar la ruta de sefalizacién de la (-
catenina y la expresién de determinados factores de transcripcion que estimulan la

proliferacion y crecimiento de células epiteliales (252,266).

F. nucleatum posee capacidad de union a la mucosa normal y a pdlipos
adenomatosos, lo que sugiere que podria promover el desarrollo del CCR en la
mucosa normal o acelerar el proceso de carcinogénesis en los adenomas existentes.
Se ha demostrado que el numero de copias detectadas del gen FadA es
significativamente mayor en individuos con CCR en comparacién con individuos

sanos, por lo que podria ser utilizado como un biomarcador de riesgo de CCR (266).
*Toxina Bft producida por Bacteroides fragilis

Las cepas enterotoxigénicas de B. fragilis (ETBF) producen la toxina Bft, también
conocida como “fragilisina”, una metaloproteasa de 20 kDa causante de trastornos
diarreicos en el ser humano y en animales. Esta exotoxina es capaz de inducir la
proliferacion de las células epiteliales del colon a través de la activacion del oncogén c-

Myc y desencadenar la respuesta inflamatoria mediante la induccién y produccion de
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IL-8 por parte de las células epiteliales. También promueve la carcinogénesis
desencadenando una respuesta inflamatoria basada en un aumento de expresiéon de
STAT3, que conduce al reclutamiento de linfocitos Th17 pro-inflamatorios. Ademas,
esta toxina tiene la capacidad de unirse a las células epiteliales del colon y estimular la
escision del dominio extracelular de E-cadherina, aumentando asi la permeabilidad de
la barrera intestinal y activando la sefalizacion intracelular de la via B-catenina. Debido
a la influencia de la toxina Bft en la estructura y fisiologia del epitelio gastrointestinal se
sugiere que la presencia de ETBF puede contribuir a enfermedades crénicas del tipo
Ell, u otras disfunciones cronicas o lesiones precancerosas y cancerosas (252,267).
En algunos estudios se ha observado que ETBF estaba presente en biopsias de
mucosa de pacientes con afecciones precancerosas y pacientes con CCR, llegando a
encontrar una asociacion significativa en las lesiones precancerosas, por lo que ETBF
podria ser un potencial marcador del pronéstico del CCR e incluso con utilidad en su
diagnéstico (267).

*Toxinas producidas por enterobacterias

Estudios recientes muestran que las toxinas que se transcriben de forma mas activa
en el tejido tumoral y tejido normal adyacente en pacientes con CCR son las derivadas
de E. coli, Salmonella enteritidis y Shigella flexneri. Estos resultados apuntan hacia la
posibilidad de que existe una implicacién de estas toxinas en el proceso de
carcinogénesis. Algunas de las toxinas dentro de la amplia gama que producen
determinadas cepas de enterobacterias resultan ser potencialmente perjudiciales para
los seres humanos, ya que pueden dafar directamente el ADN o interrumpir procesos

de senalizacién celular de forma especifica.

Las toxinas citoletales (Cdt) pertenecen a la familia de las ciclomodulinas, toxinas
proteicas de accion intracelular producidas por algunas bacterias gramnegativas, cuya
accion principal es la inhibicion del punto de control en G2/M del ciclo celular en
células eucariotas. Las Cdt en su forma activa presentan tres subunidades, siendo las
subunidades CdtA y CdtC las encargadas de la internalizacion en las células
epiteliales, y la subunidad CdtB la que presenta actividad enzimatica y produce la
ruptura y el dafo sobre el ADN. Se ha demostrado que la actividad ADNasa de Cdt
producidas por cepas de E. coli, ejercen un dano en el ADN que favorece el desarrollo
del CCR. Por otra parte, se ha podido comprobar como las infecciones crénicas de
higado e intestino en modelo murino con cepas de Helicobacter hepaticus o

Campylobacter jejuni productoras de Cdt se han asociado con procesos displasicos,
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confirmando de esta forma la capacidad de las bacterias productoras de estas toxinas

para inducir lesiones preneoplasicas (220,252).

Existen cepas de E. coli que albergan una isla gendmica de 54 kb que codifica para un
complejo multienzimatico llamado policétido sintasas (PKS), una sintetasa de péptidos
no ribosomales que sintetiza “colibactinas”. Las colibactinas son toxinas que inducen la
ruptura del ADN de doble cadena, producen aberraciones cromosdmicas y detienen el
ciclo celular en la fase G2/M. PKS esta fuertemente asociada con las cepas de E. coli
del grupo filogenético B2, y ademas se asocia frecuentemente con otros factores de
virulencia como otras ciclomodulinas o adhesinas. La infeccién en ratones con cepas
de E. coli PKS se ha relacionado con la expresién de genes implicados en la
produccion colibactina y en la induccion del dafio sobre el ADN celular. La capacidad
de la colibactina para promover la carcinogénesis in vivo ha sido recientemente
demostrada también en ratones infectados y tratados con el carcin6geno azoximetano
(AOM), demostrando una alta incidencia de adenocarcinoma invasivo en aquellos
ratones infectados con cepas de E. coli PKS en comparaciéon con ratones infectados
con cepas E. coli PKS deficientes o con bacterias control sin PKS. En otros estudios
se ha obsevado que las cepas de E. coli PKS se detectan con mayor frecuencia en
pacientes con CCR en comparacion con pacientes con enfermedades intestinales no
inflamatorias o pacientes sanos, por lo que podria existir la posibilidad de que la accion
conjunta entre la respuesta inflamatoria del hospedador y la presencia de cepas E. coli
PKS genere un microambiente propicio para que tenga lugar el proceso de
carcinogénesis. Ademas, estos estudios han demostrado que la colonizaciéon por
cepas E. coli productoras de colibactina tiene lugar en un intestino en el que
previamente ya se ha iniciado un proceso inflamatorio, probablemente inducido por
otras bacterias. En diversos estudios se ha demostrado la presencia de E. coli PKS asi
como la sobrerrepresentacion de E. coli productor de colibactina en pacientes con

CCR en comparacién con pacientes sanos (268).

Encontramos también cepas de E. coli productoras del factor necrotizante citotéxico
tipo 1 (CnF1), otro tipo de ciclomodulina que posee la capacidad de inducir el proceso
inflamatorio y alterar la sefializacion celular que regula el proceso de proliferacion
celular. Este tipo de toxina regula positivamente la actividad de la Rho-GTPasa, a la
que activa de forma permanente, y de esta forma se induce a que las células en
reposo inicien el ciclo de replicacion celular y sinteticen ADN, interfiriendo entonces en
la citocinesis normal y generando células multinucleadas y aneuploidias. Ademas, la
union de CnF1 a las células epiteliales tiene como consecuencia una mayor

proliferacion celular y una proteccion frente a la apoptosis, lo que puede favorecer el
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proceso oncogénico. También va a producir activacion de NF-kB vy liberacion de
citoquinas proinflamatorias en las células epiteliales, y va a potenciar la motilidad
celular. Se ha demostrado que las cepas de E. coli productor de CnF1 son mas
frecuentes en la mucosa intestinal de pacientes con CCR en comparaciéon con
pacientes con diverticulosis, pero es dificil determinar si son causa del cancer. De este
modo, cabe esperar que las cepas de E. coli productoras de CnF1 puedan contribuir al
desarrollo de CCR, ya que afectan a las vias habituales de sefalizacion en
carcinogénesis. Se establece la hipétesis de que estas bacterias pueden actuar como

bacterias tipo passenger, reforzando y favoreciendo el desarrollo del CCR (269).
iv. Produccién de metabolitos téxicos

El estrés celular oxidativo y nitrosativo producen alteraciones a distintos niveles que
conducen hacia el desequilibrio de la homeostasis celular. Estas alteraciones se
producen a nivel de las vias de transduccién de sefales celulares, en la actividad de
los factores de transcripcion, en la degradacion de proteinas, y en la organizacion del
citoesqueleto (270). Durante el proceso inflamatorio, las bacterias intestinales activan
la produccion de éxido nitrico y otras especies reactivas secundarias por parte de los
macrdéfagos, las cuales pueden producir dafio sobre el ADN celular. Las bacterias
anaerobias desnitrificantes pueden generar directamente el 6xido nitrico como un
intermediario en el ciclo del nitrégeno, y tanto lactobacilos como bifidobacterias son
capaces de generar cantidades significativas de 6xido nitrico a partir de una dieta rica
en nitratos. Las ROS liberadas por las células inmunes en respuesta a las citoquinas
proinflamatorias causan un dafio oxidativo fragmentando el ADN celular y produciendo
mutaciones puntuales que pueden contribuir a la CIN y estimular vias de sefalizacion
que activan factores de transcripcién implicados en la regulacion el crecimiento celular
(NRF2 y NF-kB), favoreciendo el desarrollo del CCR (263).

Las bacterias intestinales contribuyen al metabolismo de nutrientes y producen
pequefias moléculas que pueden contribuir al proceso de carcinogénesis. Se han
identificado varios metabolitos microbianos con potencial accién carcinégena, como
son los acidos biliares secundarios (222). Las bacterias comensales del colon, tales
como E. coli, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas aeruginosa, expresan la enzima
alcohol deshidrogenasa, que cataliza la fermentacién de etanol que ingerimos a
acetaldehido, el cual presenta propiedades carcinogénicas (223). Los metabolitos
derivados de la fermentacion de proteinas también pueden estar implicados en el
desarrollo del CCR, de forma que si se produce un aumento en la ingesta de proteinas

con la dieta, y por lo tanto un aumento de los desechos resultantes de su digestion
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(nitrato, amonio, aminas, aminoacidos de cadena ramificada y H,S) en el colon, éstos
pueden estimular el crecimiento de bacterias reductoras de sulfato, como los géneros
Desulfovibrio y Desulfomonas (222). El H,S es producto de la reduccion del sulfato
derivado de la dieta y del metabolismo de otros compuestos, incluidos los aminoacidos
de azufre y la taurina. Ademas el H,S presenta propiedades inflamatorias y resulta
téxico para los colonocitos, inhibe la oxidacion del butirato, aumenta la proliferacion de
colonocitos a través de la via de sefalizacion ERK1/2, inhibe la sintesis de moco y
presenta accion genotodxica debido a que genera radicales libres. Se ha demostrado
que los pacientes con CCR presentan una mayor concentracion de H,S en

comparacion con los sujetos sanos (222,223).

Otras especies bacterianas incluidas en el género Bacteroides y algunos Firmicutes,
son responsables de la fermentacion de aminoacidos aromaticos que conducen a
productos potencialmente carcinogénicos, como el acido fenilacético, fenoles, indoles
y p-cresol, que debido a su capacidad de alquilacion del ADN producien mutaciones.
Se ha demostrado que la ingesta de una dieta rica en proteinas, especialmente con un
elevado consumo de carne roja o de carne procesada, se asocia con la proliferacién
de bacterias que van a metabolizar los compuestos nitrogenados ingeridos generando

metabolitos que favorecen el desarrollo de adenomas y del CCR (222).

La Ml juega un papel importante en el metabolismo de los acidos biliares,
principalmente en el proceso de 7a-hidroxilacién, donde el acido codlico y acido
quenodesoxicolico se convierten en acido desoxicélico y acido litocolico
respectivamente, que son compuestos mas hidrofilos conocidos como acidos biliares
secundarios, y que debido a su caracter anfipatico pueden alterar y dafar las
membranas celulares, e incluso presentan cierta actividad antimicrobiana que afecta a
la composicion de la MI. Los acidos biliares secundarios también se han relacionado
con la carcinogénesis en varios modelos animales y en estudios epidemiolégicos, y se
han detectado elevados niveles en las heces de pacientes con CCR. El acido
desoxicodlico dana la mucosa del tracto intestinal y contribuye a un aumento de ROS,
produce dafio sobre el ADN e inestabilidad gendmica, favoreciendo asi el desarrollo
tumoral (222,223).

La fermentacion por parte de la Ml de los hidratos de carbono no digeribles presentes
en la fibra, resulta en una elevacion de los niveles de AGCC (acetato, propionato,
butirato o L-lactato), los cuales presentan potentes propiedades antiinflamatorias,
antiproliferativas y pro-apoptéticas, y por lo tanto un efecto antineoplasico global. Es

por ello, que una dieta rica en fibra supone un aporte elevado de AGCC, con la
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consiguiente reduccion del pH intestinal que favorece los procesos de fermentacion,
los efectos inhibidores del crecimiento de patégenos y disminuye la absorcion de
carcinégenos, reduciendo asi el riesgo de CCR (222,223). El butirato sirve como
fuente importante de energia para las células epiteliales intestinales y promueve
muchas de las funciones del intestino grueso, como la motilidad del colon, la mejora
del flujo sanguineo visceral, y la regulacién de la expresion de algunos genes a nivel
intracelular. La capacidad del butirato para regular la expresion genética es debida a
su inhibicién sobre la actividad de las histona desacetilasas, lo que produce una
hiperacetilacion de las histonas y permite el acceso de los factores de transcripcion al
ADN nucleosémico. Sin embargo, es probable que el butirato tenga otros efectos
intracelulares, incluida la hiperacetilacién de proteinas no histonas, la alteracion de la
metilacion del ADN, la inhibicion selectiva de la fosforilacién de histonas y la
modulaciéon de la sefAalizacién intracelular, produciendo modificaciones sobre el
proceso de apoptosis y sobre ciclo celular. En algun estudio se ha observado una
disminucién de los principales transportadores de butirato (MCT1 y SMCT1) en los
colonocitos de pacientes con CCR en comparacién con personas sanas, lo que se
traduce en una disminucién de la disponibilidad del butirato a nivel intracelular.
Ademas, los estudios realizados sobre el microbioma confirman que las bacterias
productoras de butirato estan poco representadas en pacientes con CCR en
comparacion con personas sanas (271). Con respecto a la distribucion de otros AGCC,
el higado tiene la mayor capacidad de metabolizacién del propionato, mientras que en

la sangre periférica se encuentran las mayores concentraciones de acetato (271).

3.6 Disbiosis: Modelo “driver-passenger”’

Los estudios de caracterizacion de la composiciéon bacteriana mediante diferentes
técnicas de secuenciacion han mostrado diferencias significativas a nivel de la mucosa
rectal cuando se ha comparado entre personas con adenomas y personas sanas,
evidenciando una mayor proporcion de Proteobacterias, y en concreto una
sobreabundancia de bacterias potencialmente patégenas pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Helicobacter, Acinetobacter y otros, existiendo ademas una menor
abundancia de Bacteroidetes en las muestras de sujetos con adenomas. Estos
hallazgos sugieren que los cambios en la composicion de la Ml podrian desempefar
un papel en el desarrollo de adenomas (272,273). Diversos estudios que han
analizado la MI a partir de muestras de tejido procedentes de individuos con CCR
también han evidenciado la presencia de una disbiosis, con una sobreabundancia del
género Fusobacterium y de otros géneros como Peptostreptococcus o Mogibacterium,

junto con una disminucion de los géneros Faecalibacterium, Blautia y Bifidobacterium
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en el tejido tumoral frente al tejido normal (274-276). En otros estudios se ha
caracterizado la microbiota a partir de muestras fecales de individuos con CCR,
mostrando en este caso un enriquecimiento significativo en Fusobacterium,
Enterococcaceae, Campylobacter, Erysipelotrichaceae, Collinsella,
Peptostreptococcus y Anaerofruncus, y una disminucién en miembros del cluster
Clostridium 1V, tales como F. prausnitzii y Roseburia. Cuando se ha comparado la
microbiota fecal de pacientes con CCR y peronas sanas se ha observado una mayor
abundancia de los géneros Enterococcus, Escherichia/Shigella, Klebsiella,
Streptococcus y Peptostreptococcus en las muestras de pacientes con CCR. Por lo
tanto, la microbiota asociada al CCR estd enriquecida en ciertos patdgenos
oportunistas proinflamatorios, como los géneros Fusobacterium, Enterococcaceae y
Campylobacter, y otros microorganismos relacionados con trastornos metabdlicos,
como el género Erysipelotrichaceae, mientras se encuentra empobrecido en bacterias
anaerobias obligadas y otras implicadas en la preservacion de la homeostasis
intestinal, tales como los microorganismos productores de butirato y bacterias

protectoras, como son las bifidobacterias (274—-278).

A partir de los datos del estudio de casos y controles publicado por Wu et al. (277) y
con el objetivo de conocer el papel de la disbiosis intestinal en el desarrollo del CCR,
se buscaron asociaciones mediante un analisis bioinformatico, obteniendo distintos
grupos de coabundancia (CAG) (279) de los cuales seis se mostraban asociados de
forma significativa con el desarrollo o la proteccién en el CCR: Fusobacterium CAG,
Prevotella CAG, Barnesiella CAG, Coprobacillus CAG, Faecalibacterium CAG vy
Bifidobacterium CAG. Segun este analisis, los géneros asociados a CCR,
Fusobacterium y Erysipelotrichaceae, se engloban en el Fusobacterium CAG, y de
forma analoga, los géneros Escherichia, Shigella y Klebsiella se incluyen dentro del
Prevotella CAG. Por otro lado, el Bifidobacterium CAG se compone de géneros no
asociados a CCR como Bifidobacterium vy Lachnospiraceae. Otros géneros
bacterianos asociados con la producciéon de beneficio para el hospedador son los
pertenecientes al cluster Clostridium IV (Faecalibacterium, Blautia, Roseburia, Dorea 'y
Lachnospiraceae), que se agrupan en el Faecalibacterium CAG. Por ultimo, el
Barnesiella CAG incluia  géneros bacterianos  procancerigenos  como
Porphyromonadaceae y Eubacterium, y otros géneros bacterianos pertenecientes al
cluster Clostridium |V (Ruminococcus, Butyrococcus y Oscillibacter) con efecto
protector frente al CCR. Por lo que se postula sobre la existencia de 3 CAG
procarcinogénicos (Fusobacterium CAG, Prevotella CAG y Coprobacillus CAG) y 2
CAG protectores (Bifidobacterium CAG y Faecalibacterium CAG).

69



High-fat/high-meat diet Aging Pathogenic microcrganisms

| | |

1 1 1
’ e 4
Microbiota changes Microbiota changes Micrebiota changes
s - l B i
—— i ‘__-"
Inflammatary
Chronic Inflammadon stmulus
in the gut
Geelic predispositon
F -
- Increase of pathobionts
P, bacterial drivers
Pro-inflammatory microbiota Loss of health-promating
community - mutualists
T

o -~
— -

o -

A -

[ P Sy S S L p——
P (B e II.JlIl_il'! 1
drivers and

i
Pro-inflammatory loop toXIN Transcription

Figura 14. Desencadenantes ambientales, tales como la dieta, la edad, las infecciones por
patdégenos, pueden modificar la composicidn microbiana, y en hospedador genéticamente
susceptible, conducir a la inflamacién croénica del intestino. Fuente: imagen tomada de la
publicacién Candela et al., 2014 (280).

Sin embargo, por tratarse de estudios descriptivos, no se puede concluir que la
disbiosis sea causa o consecuencia de la aparicion de CCR, y ademas no proporciona
informacion sobre los posibles mecanismos implicados en el desarrollo del CCR o
sobre los posibles factores desencadenantes de la disbiosis. Por lo que se requiere
realizar estudios que ofrezcan una vision mas integral de la interacciéon entre el medio
ambiente y la genética del CCR, y esclarecer el papel de la disbiosis microbiana, junto
a otros factores como la dieta y la inflamacion, en el desarrollo del CCR (Figura 14)
(280).

El modelo “driver-passenger’ descrito por Tjalsma et al. (281) propone la participacion
de la Ml en el inicio y desarrollo del CCR. En concreto, lo describe como un modelo
dinamico que establece la existencia de ciertas bacterias comensales tipo driver, que
son las que ocasionan el dafio sobre el ADN de las células del epitelio intestinal,
contribuyendo al inicio del proceso carcinogénico. Este proceso de carcinogénesis
induce que se produzcan alteraciones en el microambiente intestinal que favorecen la
proliferacion de bacterias oportunistas tipo passenger. EI modelo driver-passenger
implica que conforme se desarrolla el proceso tumoral, las bacterias driver pueden

desaparecer del tejido epitelial debido al desplazamiento por parte de las bacterias
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passenger, las cuales presentan una ventaja adaptativa y competitiva en el
microambiente tumoral, siendo capaces a su vez de favorecer el desarrollo del CCR
(Figura 15). Este modelo propone que la progresion de la enfermedad provoca
cambios en el microambiente como resultado del crecimiento del tumor, lo que tiene a
su vez como resultado una alteracion de la comunidad microbiana, de modo que las
bacterias driver son gradualmente superadas por las bacterias passenger, sugiriendo
que ambos tipos bacterianos deben presentar una asociacion temporal diferente
respecto al tejido tumoral, y por ello presentar roles diferentes en la patogénesis del
CCR (281).
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Figura 15. Modelo bacteriano “driver-passenger” en el desarrollo del CCR. Fuente: imagen
tomada de la publicacién Tjalsma et al., 2012 (281).

Las bacterias driver del CCR se definen como bacterias intestinales con caracteristicas
pro-cancerigenas, que pueden causar inflamacion, aumento de la proliferacion celular
y/o produccion de sustancias genotdxicas que contribuyen a la acumulacion de
mutaciones durante la secuencia adenoma-carcinoma, pudiendo iniciar el desarrollo
del CCR. Una de estas caracteristicas es la produccién de compuestos que dafian el
ADN de las células epiteliales, como puede ser la produccién de superéxido
extracelular por E. faecalis, que adquiere su potencial tras la conversion a peroxido de
hidrogeno, o como la produccion de genotoxinas como la colibactina por parte de
ciertas cepas de E. coli. El dafio ocasionado sobre el ADN celular produce la
activacion de algunas rutas de senalizacion y aumenta la tasa de mutacién de las
células afectadas. Las cepas de ETBF también estan implicadas en el inicio del CCR a
través de la produccion de fragilisina, que también tiene actividad genotodxica sobre las
células epiteliales del colon, y que ademas estimula la escision de la proteina
supresora de tumores E-cadherina en las células epiteliales intestinales causando la

proliferacion celular y la permeabilizacion de la barrera intestinal. (280,281).
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Es probable que algunas enterobacterias (Shigella, Citrobacter y Salmonella spp.),
ademas de producir genotoxinas que causan dafio sobre el ADN celular y contribuyen
a la acumulacién de mutaciones, también pueden tener cierto papel en el inicio del
CCR generando un estado similar de inflamacién prolongada al producido cepas de
ETBF. Estas enterobacterias potencialmente patégenas son muy poco frecuentes en
el intestino de personas sanas, en cambio se ha observado que pueden encontrarse
sobrerrepresentadas en la mucosa no tumoral de personas afectas de CCR.
Concretamente, el género Shigella se encuentra sobrerrepresentado en la mucosa
colénica de pacientes con adenoma, por lo que podria asociarse con las primeras
etapas del CCR (280,281). Estas bacterias driver posiblemente actian en conjunto con
otras bacterias auxiliares (a-bugs), que generalmente son enterobacterias con
actividad proinflamatoria que van a desplazar a otras bacterias con actividad
protectora frente al desarrollo de cancer tales como F. prausnitzii, o los géneros
Roseburia o Bifidobacterium, favoreciendo asi el desplazamiento de estas especies
bacterianas protectoras, y la subsiguiente colonizaciéon de los tejidos por parte de

bacterias driver, dando lugar al inicio del proceso carcinogénico (282).

Las bacterias passenger son bacterias caracteristicas del intestino que estan
presentes en una proporcion relativamente pobre en el tracto intestinal sano con
respecto a otras bacterias, pero que presentan una ventaja adaptativa al
microambiente tumoral, hecho que les permite competir con las bacterias driver. Las
alteraciones a nivel fisiolégico y metabdlico que tienen lugar en el colon durante el
proceso de carcinogénesis, incluidos los cambios en la funcion de barrera, la ruptura y
el sangrado del epitelio del colon, o la presencia de nutrientes y cofactores especificos
del microambiente tumoral como ROS, alteran el microambiente intestinal. Es probable
que estas alteraciones afecten a la composiciéon de la Ml de forma que algunas
bacterias se adapten mejor al nuevo entorno, presentando asi ventaja competitiva. Sin
embargo, a diferencia de las bacterias driver, que son siempre pro-cancerigenas, las
bacterias passenger pueden ser de naturaleza pro-cancerigena o protectora, segun el

microorganismo (280).

Los patdgenos oportunistas que causan infecciones asociadas al CCR, como F.
nucleatum, Streptococcus gallolyticus spp gallolyticus y Clostridium septicum, pueden
considerarse passenger del CCR, pero pueden estar presentes de forma transitoria en
el tejido tumoral del CCR porque el desarrollo continuo del tumor puede atraer nuevas
especies mejor adaptadas que reemplacen a los passenger iniciales (274,275,281).
Ademas existen otras bacterias passenger asociadas con el CCR, como

Corynebacteriaceae, Roseburia y Faecalibacterium, que ejercen un posible papel
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protector debido a productos de su metabolismo, preservando asi el nicho intestinal y

evitando una progresion rapida de la enfermedad (283).

3.7 Fusobacterium nucleatum

El género Fusobacterium se trata de un grupo de bacterias gramnegativas anaerobias
no formadoras de esporas que forman parte de la microbiota humana normal oral e
intestinal. Las especies que lo componen son altamente heterogéneas, y algunas de
ellas han sido reconocidas como patdégenos oportunistas implicados principalmente en
la periodontitis, pero también en la Ell, el absceso pancreatico y el absceso hepatico
(284).

El género Fusobacterium se encuentra en bajo nivel de abundancia en muestras de
tejido colénico y de heces en personas sanas. Se ha sugerido que los miembros del
género Fusobacterium producen un beneficio sobre el epitelio intestinal debido a que
producen butirato, utilizado como fuente de energia por las células epiteliales del
colon. Sin embargo, también pueden tener papel patégeno en el intestino, ya que
tienen caracteristicas proinflamatorias e invasivas. Ademas, en aquellos pacientes
afectos de CCR con sobreabundancia de Fusobacterium spp. en tejido tumoral parece
ser mas probable que exista diseminacion a los ganglios linfaticos regionales. A dia de
hoy no se ha establecido un vinculo entre el CCR vy las infecciones clinicas con
Fusobacterium spp., a pesar de que estas bacterias podrian residir en las metastasis
del CCR. Ademas, tal como sucede con otras especies intestinales, Fusobacterium
spp. pueden ser colonizadores secundarios del intestino, y por ello, su crecimiento y
actividad pueden depender de la presencia de otros microorganismos, por lo que aun
no se ha determinado su papel en la progresion del CCR. Los analisis metagendémicos
y las ténicas de secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S han demostrado un

enriquecimiento del género Fusobacterium en el CCR (274-276).

F.nucleatum se ha propuesto como un agente involucrado en el desarrollo de la Ell
(285). También se ha relacionado con la progresion del CCR, pero aun se desconocen
los mecanismos subyacentes exactos. Un mecanismo potencial de CCR impulsado
por F. nucleatum es la invasion de las células epiteliales y la activacion de respuestas
oncogeénicas e inflamatorias a través de su adhesina FadA. La FadA se une a la E-
cadherina de la membrana de las células epiteliales, favoreciendo la invasion, y activa
a continuacion la sefalizacion de B-catenina, lo que conlleva a su vez una mayor
activacion de genes implicados en la via NF-kB, secrecion de citoquinas (IL-6, IL-8 e

IL-18) y oncogenes (286).
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Estudios recientes han demostrado que F. nucleatum aumenta la produccion de ROS
y citoquinas inflamatorias (IL-6 y TNF) en el CCR, llevando consigo una reduccion de
la actividad de las enzimas reparadoras de desajustes del ADN, y causan el
silenciamiento epigenético de MLH1 (284). Ademas, también existen estudios de
cohortes realizados que muestran cierta asociacion entre los niveles elevados de
Fusobacterium spp. con CCR CIMP y MSI-H (287).

Las inmunidad adaptativa mediada por células T juega un papel importante en la
regulacion de la progresion tumoral, y las células T infiltrantes de tumores pueden ser
un indicador de una respuesta inmune del huésped a los tumores. Existen estudios
que han demostrado que el estado MSI-H se asocia con altos niveles de células T
infiltrantes. Sin embargo, el estado MSI no es el Unico determinante de la respuesta
inmune al CCR porque las cantidades de células T infiltrantes se superponen
considerablemente entre MSI-H y MSS (284). La evidencia experimental puede ser
consistente con un hallazgo reciente de que una mayor abundancia de F. nucleatum
en el tejido del CCR se asocia a una menor densidad de células T en el microambiente
tumoral. Estos resultados indican que F.nucleatum modula de forma supresiva el
microambiente inmunitario tumoral, por la afectacion sobre la respuesta inmune
adaptativa mediada por células T antitumorales, cuyo papel es importante en la
prevencion y progresion tumoral (284). Kostic et al. observaron que F. nucleatum
producia una expansion selectiva de las células inmunes mieloides presentes en el
microambiente tumoral, y éstas pueden suprimir la respuesta de las células T, ya sea
por el mecanismo autolimitante de Th1 mediante la producciéon de ROS e IL-10, o de
tipo Th2 mediante la expresion de arginasa, TGF-B e IL-10 (288). Ademas, se ha
demostrado que la proteina inhibidora de F. nucleatum detiene las células T humanas
en la fase G1 del ciclo celular, y puede inducir la apoptosis en células mononucleares
mediada a través de la agregacién de las células inmunes. Esto indica que F.
nucleatum modula de forma supresora el microambiente inmunitario tumoral y sugiere
una relacion compleja microbioma-inmunidad-alteraciones moleculares en la

carcinogénesis colorrectal (284).

4. Biologia molecular en la caracterizacion de la microbiota: Secuenciacién

genoémica.
4.1 Introduccion

Los primeros meétodos de secuenciacion de ADN aparecieron en la década de los afios

setenta, en primer lugar aparecié la tecnologia convencional de secuenciacion ideada
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por Sanger y afos mas tarde los métodos de escisién quimica de Maxam-Gilbert. El
método de Maxam-Gilbert se basa en la modificacién quimica del ADN y la posterior
escision del esqueleto del ADN en sitios adyacentes a los nucleétidos modificados. El
método de secuenciacion enzimatica de Sanger se desarrolld en 1977 y utiliza
nucleotidos especificos que carecen de un grupo 3-OH (didesoxinucleotidos), que
producen la terminacion de la cadena nucleotidica, y que estdan marcados de forma
radiactiva o fluorescente para su deteccion en geles de secuenciacion o en maquinas

de secuenciacion automatizadas (289,290).

La reaccion de secuenciacion enzimatica imita a la replicacion del ADN celular,
combinando una ADN polimerasa, una cadena simple de ADN molde, un cebador
oligonucleotidico sintético con 3'-OH libre y nucleétidos trifosfato (NTP) en cada una de
las cuatro reacciones de extension que van a tener lugar. En cada una de estas
reacciones esta presente sélo uno de los cuatro didesoxinucleétidos trifosfato
(ddNTP), de forma que cada reaccion va a producir cadenas de ADN de distintas
longitudes que van a terminar cuando se incorpora el ddNTP especifico. Finalmente se
someten los productos de las reacciones a electroforesis y revelado, obtienendo un
patron de bandas para cada una de las cuatro reacciones que permite deducir la

secuencia nucleotidica (291).

Aunque la quimica del método original de Maxam-Gilbert se ha modificado para
ayudar a eliminar los reactivos toxicos, las mejoras en la metodologia, la
automatizacioén y el desarrollo de software para interpretar y analizar las secuencias,
han permitido al método Sanger seguir siendo el método de secuenciaciéon estandar
para la secuenciacion del ADN en la actualidad, pero con la limitacion de que es un
proceso relativamente lento y permite realizar un escaso nimero de reacciones en
paralelo (292). Todos los secuenciadores comercializados actualmente para
protocolos de secuenciacion de ADN o anadlisis de fragmentos utilizan tintes
fluorescentes y electroforesis capilar, con una capacidad de capilares que puede variar
entre 4 y 96. Todos estos secuenciadores generan 600-1000 bases de secuencia
precisa y la tecnologia continua siendo muy util para aplicaciones donde no se

requiere un alto rendimiento (292).

Los avances tecnolégicos en los ultimos afos han conducido al desarrollo de la
secuenciacion de proxima generacion (NGS), también conocida como secuenciacion
masiva en paralelo, en referencia a la capacidad mejorada para generar datos de
secuencias de decenas de miles a miles de millones de moldes de ADN de forma

simultanea, permitiendo que el nimero de bases a secuenciar por unidad monetaria
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haya aumentado exponencialmente (293). El coste en el desarrollo de una secuencia
de ADN antes del afio 2008, basado en la metodologia Sanger, es muy superior al
encontrado en métodos de secuenciacion posteriores a enero de 2008, debido a la

aparicion de plataformas de secuenciacion NGS (Figura 16).
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Figura 16. Coste por cada millén de bases (Mb; megabase) secuenciadas de ADN. Disponible
en: https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data. Acceso
en Abril 2020.

4.2 Generalidades NGS

La tecnologia NGS se basa en la amplificacion de cadenas simples a partir de una
libreria de fragmentos y realizar la secuenciacién sobre los productos de amplificacion.
Las librerias de fragmentos de ADN se obtienen por alineamientos especificos, debido
a la union entre secuencias adaptadoras ligadas a estos mismos fragmentos de ADN y
secuencias complementarias o linkers presentes en la superficie de la plataforma.
Debido al uso de secuencias adaptadoras, los fragmentos de ADN pueden ser
amplificados selectivamente por PCR y no se requiere ninguna etapa de clonacion
bacteriana para amplificar el fragmento genémico en un intermedio bacteriano como
es habitual en la secuenciacion tradicional. Esta metodologia NGS presenta la ventaja
de secuenciar millones de fragmentos de ADN de forma paralela en menor tiempo de
analisis, con el potencial anadido de detectar todos los tipos de variaciones genémicas
en un unico experimento, incluyendo variantes de nucledtido Unico o mutaciones
puntuales, pequefias inserciones o deleciones, y también variantes estructurales tanto
equilibradas (inversiones o traslocaciones) como desequilibradas (deleciones o

duplicaciones). Ademas, el rendimiento de lectura de secuencias es significativamente
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mayor para NGS, donde puede variar desde varios cientos de miles a decenas de
millones de lecturas por cada carrera en comparacion con las 96 lecturas de la
secuenciacion convencional. Por otro lado, existen dos diferencias clave en las
lecturas obtenidas por NGS: la longitud de las secuencias de lectura es mucho mas
corta que la de un secuenciador capilar y cada método de lectura NGS tiene un error
caracteristico, distinto al establecido para lecturas de secuencia capilar. Estas

diferencias afectan a como se utilizan las lecturas en el analisis bioinformatico,

dependiendo de su aplicacion (Tabla 7) (294).

Tabla 7. Especificaciones técnicas de las principales plataformas de secuenciacion.

Plataforma de secuenciacion Rendimiento Lecturas por Longitud de Tiempo por carrera
(bases por carrera lectura (dias)
carrera) (millones)
lllumina HiSeq X 1,6-1,8Tb 6.000 2 x 150 pb <3
MiSeq 300 Mb — 15 Gb 50 2 x 300 pb 02-27
Life Solid 80 Gb —320 Gb 1.200 — 2.400 50-2 x 50 pb 7
technologies lon Torrent 600 Mb — 2 Gb 3-5 200 — 400 pb 0,1
10-15Gb 60 — 80 200 — 400 pb 0,1
PacBio Sequel 500 Mb — 16 Gb 55 — 880 >60 kb <0,1-0,3
RS I 500 Mb — 16 Gb 55 — 880 >60 kb <0,1-0,3
Nanopore PromethlON >12Th 1.250 230 — 300 kb 2
MinlON >42 Gb >4.4 230 - 300 kb 2

4.3 Secuenciaciéon genémica de segunda generacion.

Los métodos de secuenciacién de segunda generacion se pueden agrupar en dos
categorias principales: (i) secuenciacion por hibridacion y (i) secuenciacién por
sintesis. En estos métodos las reacciones se ejecutan en paralelo y en volumenes

pequefos, y por lo tanto el coste por cada par de bases secuenciado es nominal.
i. Secuenciacion por hibridacion (o captura).

La secuenciacion por hibridacion se basa en la fragmentacién del ADN y la union de
los fragmenntos a adaptadores que contienen secuencias complementarias a los
primers de secuenciacion. Este método utliza sondas especificas para capturar
aquellos fragmentos de ADN que contienen las secuencias de interés. En esta
metodologia se basan técnicas de analisis y diagndéstico genético, para la identificacion
de SNPS en genes especificos (polimorfismos de un solo nucleétido) relacionados con
enfermedades o la identificacion de anomalias cromosdémicas macroscopicas

(reordenamientos, deleciones, duplicaciones, variantes de numero de copias) (292).
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Se trata de una metodologia que permite un analisis muy sensible y preciso de genes

de interés, aunque es una metodologia mas compleja y costosa.
. Secuenciacion por sintesis (o amplificacion)

Estos métodos permiten la incorporacion de nucledtidos usando una variedad de
enzimas y esquemas de deteccion que permiten recopilar datos de forma sincronizada
con la sintesis enzimatica. Generalmente incluyen la fragmentacion previa del
ADN/ARN a secuenciar, la generacién de una libreria o biblioteca de secuenciacion
que resulta de la union de adaptadores (oligonucleétidos) especificos en cada extremo
de los fragmentos de ADN a secuenciar, y la amplificacion de las secuencias de ADN
previa fijacion covalentemente a un soporte solido mediante los adaptadores
sintéticos (291). Generalmente utilizan un soporte sélido que contiene unos pocillos
donde tienen lugar las reacciones de secuenciacion de moléculas de ADN, no utilizan
didesoxinucleétidos terminadores, aunque algunas tecnologias utilizan nucleétidos
terminadores reversibles que permiten la incorporacion de nucleétidos bloqueados, y
posteriormente se eliminan esos restos de bloqueo para permitir la incorporaciéon de la
siguiente base en la secuencia. Los fragmentos de ADN son amplificados por PCR o
por métodos isotérmicos, y tras ello cada molde obtenido se somete a reacciones de
sintesis de ADN a partir de los extremos 3'OH libres, detectandose cada incorporacioén
nucleotidica debido a que estan marcados o acoplados a reacciones quimicas. Los
soportes utilizados permiten establecer una coordenada X-Y fija para cada molde de
ADN vy de igual forma asignar de forma especifica cada sefial de incorporacién a cada
molde de ADN (291,292).

Debido a que los métodos de sintesis estan detectando la incorporacién de
nucleotidos de una poblacion de fragmentos de ADN amplificados en cada coordenada
X-Y, y debido a los distintos tipos de ruido de fondo que se acumulanderivados de las
reacciones de incorporacién de nucleodtidos, la longitud de las lecturas y por tanto
también de las secuencias de ADN es limitada (291). Se han desarrollado muchas
tecnologias para permitir la generacion de millones de lecturas de secuenciacion de
ADN en una sola carrera, que pueden durar horas o varios dias, dependiendo del
rendimiento. Estos métodos se basan en lecturas mucho mas cortas de hasta 300-500
bases aproximadamente con una tasa de error intrinseca mas alta en relacién con la
secuenciacion de Sanger, y ofrecen una cobertura de secuenciacion que varia entre
millones y miles de millones de lecturas permitiendo obtener una secuencia precisa

para su comparacion con secuencias consenso (291,292).
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Las pruebas basadas en la tecnologia NGS también presentan unas limitaciones que
deben ser conocidas por los usuarios para una adecuada interpretacion de los
resultados obtenidos. En primer lugar hay que tener en cuenta que este tipo de
secuenciacién masiva y paralela también conlleva un aumento de errores en relacion
con la cobertura o profundidad con la que se secuencian los genes. En las pruebas
NGS, la cobertura de lecturas de un mismo fragmento es mas baja en comparacion
con Sanger, por lo que hay mas probabilidad de que se omitan regiones con variantes
considerables para proporcionar un diagnéstico adecuado. Por otra parte, en el
proceso de amplificacion de la secuenciacion por sintesis se pueden generar errores,
especialmente en regiones con alto contenido de G-C, que finalmente pueden
terminan por afectar al posterior analisis de datos. Otra limitacion es la reduccién de la
longitud de las secuencias (40-400 pb) en comparaciéon con Sanger (800-1000 pb), lo
que genera mayor dificultad en el analisis de datos. Ademas, a medida que progresa la
secuenciacion se produce la escisidén de bases en los sucesivos ciclos de adicion de
nucledtidos, lo que se traduce en un aumento del ruido que acaba limitando la longitud
de las lecturas. El uso de varias plataformas con diferentes tecnologias puede ser una

buena opcion para evitar este tipo de limitaciones (291,292).

*lon Torrent

Es una metodologia de secuenciacion de ADN por semiconductores que esta
disponble desde el afio 2010, basada en la deteccion de los iones de hidrégeno
liberados cada vez que se produce la incorporacion de un nucleétido a la cadena de
ADN en crecimiento, y cuya secuencia de nucledtidos es transformada en informacion
digital en un chip semiconductor (295). El proceso comienza con la fragmentacién del
ADN en fragmentos de 200 a 1500 pb a los que se les afaden dos adaptadores
distintos a cada extremo, y se unen mediante uno de los adaptadores a las secuencias
de oligonucledticos complementarias existentes en la superficie de particulas de
emulsion. A continuacion se produce la amplificacion mediante PCR en emulsion
(emPCR), tras la que se obtienen millones de particulas con multiples copias de una
misma secuencia de ADN adheridas. Las particulas se hacen fluir a través del chip
que contiene los micropocillos de forma que unicamente una particula ingresa a cada
uno de los micropocillos. Cuando los reactivos de secuenciacion fluyen a través de los
micropocillos y se incorpora el nucleétido apropiado, se emite un ion de hidrogeno y se

registra la sefial (292).

Cada incorporacién de un desoxinucleotidotrifosfato (ANTP) en la cadena de ADN en
crecimiento implica la formacion de un enlace covalente y la liberacion de pirofosfato

junto con un i6n de hidrégeno. La reaccion tiene lugar en micropocillos dentro de un
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chip semiconductor, cada micropocillo contiene una Unica molécula de ADN molde y
una polimerasa. Estos pocillos son secuencialmente inundados con uno de los 4
dNTPs, y si el dNTP introducido es complementario al siguiente nucleo6tido
desapareado en la cadena molde la ADN polimerasa lo incorpora a la cadena de ADN
en crecimiento. El ion de hidrogeno que se libera en la reaccion modifica el pH de la
solucion, que puede ser registrado como un cambio de voltaje por un sensor de iones
o un medidor de pH. Al final de cada ciclo las moléculas del dNTP no incorporadas son
eliminadas de los micropocillos antes de iniciar siguiente ciclo. Si en la secuencia
molde existen homopolimeros se incorporaran varias moléculas del mismo dNTP en
un solo ciclo, liberandose varios atomos de hidrogeno y por tanto incrementandose
proporcionalmente la sefial. Las reacciones de secuenciacion ocurren en millones de
micropocillos que cubren un chip semiconductor de oxido metalico y cada uno contiene
su correspondiente detector, que convierte la informacién quimica derivada de la
liberacion de cada ién hidrogeno en un impulso eléctrico que es transmitido a un
ordenador, y se traduce en una secuencia de ADN, sin requerir conversion, ya que los
eventos de incorporacién de nucleétidos se miden directamente. El procesamiento de
senales y la obtencioén de la secuencia de ADN pueden llevarse a cabo con el software
apropiado para ello. Los principales beneficios de la secuenciacion por
semiconductores son la alta velocidad de secuenciacion y el bajo coste. Mientras que
la limitacion mas importante, al igual que ocurre con la pirosecuenciacion, la
encontramos en zonas donde se secuencian homopolimeros, donde resulta dificil

diferenciar longitudes de 7 o 8 unidades del mismo nucleétido (292,295).
*lllumina

Dentro de las tecnologias de secuenciacién de segunda generacién destaca la
desarrollada por Solexa y LynxTherapeutics, posteriormente adquirida por lllumina,
que salié al mercado en el afio 2006. En esta tecnologia se utilizan nucleétidos
terminadores reversibles, se trata de didesoxinucleétidos marcados con grupos
fluoréforo, igual que en la secuenciacion por Sanger, con la diferencia de que se
puede eliminar la fluorescencia una vez obtenida la imagen y desbloquear el carbono
3’, de esta forma puede aceptar una nueva base para continuar la reaccion de
secuenciacion (296). Al igual que el método de secuenciacién 454, los primeros pasos
consisten en la fragmentacion del ADN en moléculas de aproximadamente 500 pb y su
union con adaptadores apropiados en cada extremo. Estos fragmentos a continuacion
son los sustratos para el proceso de amplificacion por PCR mediada por puente, que
tiene lugar sobre en una superficie solida o celda de flujo, donde también tiene lugar

posteriormente el proceso de secuenciacion. La celda de flujo es un microdispositivo
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de vidrio sellado que consta de 8 canales, que permite la amplificacién por PCR
puente de los fragmentos de ADN en su superficie, y utiliza la ADN polimerasa para
producir multiples copias o grupos a partir de una molécula unica obteniendo librerias
de ADN con aproximadamente un milléon de copias del fragmento ADN original. Se
puede agregar una libreria de ADN a cada canal, la misma libreria en todos los

canales, o combinaciones de éstas (292,297).

El primer paso para la amplificacion es depositar la libreria de fragmentos de ADN
obtenida en la celda de flujo. La celda contiene distribuidos de una forma espaciada
sobre su superficie secuencias de oligonucledtidos que son complementarias a los
adaptadores ligados a los fragmentos de ADN, de modo que las moléculas de ADN
quedan ancladas y van a actuar como molde para la ADN polimerasa que realiza la
etapa de extension desde el extremo 3, obteniéndose fragmentos de ADN de doble
cadena. A continuacion, se produce la desnaturalizacién para obtener de nuevo ADN
de cadena simple, y el extremo libre hibrida con un oligonucledtido complementario
adyacente de la superficie solida formando un puente en forma de U invertida. Esta
molécula de ADN vuelve a servir de molde para la polimerasa obteniendo de nuevo un
fragmento de ADN de doble cadena, pero en esta ocasién ambas cadenas estan
unidas entre si mediante puentes de hidrégeno y por enlaces covalentes a la superficie
sélida. Seguidamente, se produce una nueva desnaturalizacion para obtener dos
moléculas de ADN de cadena simple complementarias separadas y fijadas a la
superficie sélida por uno de sus extremos mientras que los extremos libres hibridan
por puentes de hidrégeno con otro de los oligonucleétidos adyacentes de la superficie
sélida, formando nuevos puentes en forma de U invertida. Este proceso de
amplificacion por puentes es repetido 35 veces generando clusters de
aproximadamente 1000-2000 moléculas de ADN. Tras cada ciclo, las cadenas de
sentido negativas son liberadas de la superficie solida mediante un proceso de
escision especifico de oligonucleotidos, obteniendo al final un grupo de moléculas de
ADN de cadena simple iguales en cada cluster. El extremo 3'OH libre es bloqueado
para prevenir uniones no especificas, los cebadores de secuenciacidon son hibridados
a los extremos del ADN molde (Figura 17). Finalmente se transfiere la celda de flujo

con los clusters al secuenciador (294,297).
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Figura 17. Preparacién y amplificacion por PCR puente en metodologia lllumina. Fuente:
Imagen adaptada de Mardis et al. 2008 (294).

El sistema lllumina utiliza un enfoque de secuenciacién por sintesis en el que los
cuatro nucledtidos se agregan simultdneamente con la ADN polimerasa, a diferencia
de la pirosecuenciacion. En la reaccién de secuenciacion, se bloquea uno de los
adaptadores, y se comienza la reaccion de secuenciaciéon desde el otro extremo
mediante un cebador especifico. Cada nucleétido lleva un marcador fluorescente
especifico y se encuentran quimicamente bloqueados en 3" de forma que cada

incorporacion es un evento unico. Después de cada paso de emisién de senal, se
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elimina el grupo que bloquea la posicién 3’y la cadena queda preparada para la
proxima incorporacion nucleotidica por la ADN polimerasa. Esta serie de pasos
continda durante un numero especifico de ciclos, segun lo determinado por la
configuraciéon del instrumento definida por el usuario, lo que permite longitudes de
lectura discretas de entre 35-75 bases. Un algoritmo base-calling evalua la calidad de
las lecturas para cada secuencia y realiza el control de calidad de cada carrera,

eliminando las de baja calidad (294).

La terminacion de la sintesis del ADN tiene lugar tras la adicion de un unico nucleétido
con bloqueo reversible y marcado con un fluoréforo diferente. Para la incorporaciéon de
estos nucleodtidos la polimerasa debe estar modificada en su centro activo. Después de
la incorporacion del nucleétido, los restantes que no han sido incorporados son
retirados mediante un lavado, y es en ese momento cuando tiene lugar la medicion de
la sefal mediante la excitacion de los fluoréforos por dos tipos de laser, uno para
identificar la incorporacién de T o G, y otro para la incorporacion de A o C. Ademas se
utilizan dos filtros diferentes para diferenciar las sefales emitidas entre G/T y A/C. Las
sefales llegan a una camara que determina el nucledtido incorporado y obtiene una
foto de multiples clusters a la par, identificado por su posicion espacial en el eje X-Y
cada uno de ellos. Después le sigue el paso de escisién, el cual elimina el bloqueo de
la posicion 3" y el fluoréforo, y un lavado adicional antes de iniciar un nuevo ciclo
(Figura 18).

La extension sincrénica nucleétido a nucledtido hace posible la secuenciacién de
homopolimeros pero de tamafo reducido debido a que un posible error en la
incorporacion del nucleétido durante el ciclo de secuencia puede generar un efecto de
desfase en la secuenciacién de ese cluster, de forma que las sefiales obtenidas en los
ciclos esten alteradas. El gran éxito de secuenciacion de esta plataforma radica en su
habilidad para realizar billones de reacciones a la vez, teniendo lugar todas ellas en la
superficie solida. Normalmente, estos secuenciadores cuentan con hasta ocho
camaras distintas que reciben el nombre de lineas, y cada linea es independiente
pudiéndose secuenciar mezclas de librerias distintas sin que exista contaminacion
entre lineas. Dado que el dispositivo de captura de imagen no puede obtener una
imagen de todos los clusters presentes en una linea, se obtienen varias imagenes de
multiples localizaciones de una linea, y a estas localizaciones se les llama tiles. Cada
imagen puede contener cientos de miles de clusters, y cada cluster esta formado por
una molécula que consta de 1000-2000 copias, de forma que se obtiene un elevado
nivel de intensidad en la sefal emitida. Sin embargo, la distancia fisica entre las copias

de ADN que forman un cluster se encuentra por debajo del limite de difraccion,
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permitiendo que la imagen a percibir se corresponda con un solo punto. Los datos
obtenidos por esta tecnologia de secuenciacion es una serie de imagenes obtenidas
de la emision de millones de clusters en una combinacién especifica de linea, tile, ciclo

y fluoréforo, y estas imagenes sirven de entrada al algoritmo de base-calling.
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Figura 18. Secuenciacién por lllumina. Fuente: Imagen adaptada de Mardis et al. 2008 (294).

Una vez que se obtienen las imagenes, es necesario diferenciar en cada posiciéon a
qué base se corresponde cada imagen asi como su calidad, por lo que se utiliza un
algoritmo en el que es prioritario transformar la imagen a una intensidad utilizando el
programa de multiplexing Firecrest, que identifica cada posicion del cluster y extrae la
intensidad mediante el filtrado de imagenes, realza los clusters, elimina el ruido de
fondo y detecta clusters basados en caracteristicas morfolégicas en la imagen.
Actualmente se realiza en tiempo real durante el proceso de secuenciacioén, creando
un archivo de intensidades que contienen la posicién de cada cluster en linea, tile, y
coordenadas X e Y junto con una matriz de cuatro intensidades, una por cada
nucleotido en cada ciclo. Los valores de intensidades muestran una correlacién linear

con los datos obtenidos con las imagenes generadas.

Por otra parte, se utiliza un moddulo llamado Bustard para el base-calling, que
descodifica la senal y aplica una serie de correcciones para el cross-talk, phasing y

prephasing. Las plataformas lllumina poseen dos laseres y cuatro filtros para detectar
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los cuatro fluoréforos distintos anclados a cada nucleétido. Las frecuencias de emision
de estos cuatro fluoréforos se superponen, por lo que las cuatro imagenes generadas
no son independientes, y es aqui donde el médulo Bustard las decodifica mediante
una matriz de frecuencias. En cuanto al fendmeno phasing/prephasing, hay que
destacar que dependiendo de la eficacia de los fluidos y de la reaccion de
secuenciacion, un numero pequefio de moléculas de cada cluster pueden adelantarse
(prephasing) o retrasarse (phasing) del resto de moléculas durante la incorporacion de
nucleotidos en cada ciclo. Este efecto es mitigado aplicando correcciones basadas en
la misma frecuencia de bases durante la fase de base-calling. Otros problemas que
pueden aparecer en este tipo de secuenciacion son aquellos relacionados con la
pérdida de color que sufre el fluoréforo, debido a que el proceso de secuenciacion es
lento. Ademas, la presencia del laser puede crear especies reactivas y al mismo
tiempo, el ADN esta sometido a condiciones ambientales adversas. Es por todo ello
que la intensidad de la sefial fluorescente disminuye con el tiempo. La escision
insuficiente del fluoréforo puede crear una distorsion residual, y diferentes tipos de
fluoréforos pueden tener diferentes probabilidades de escision, por o que una mala
escision de alguno de ellos puede crear un sesgo de un nucledtido determinado, que

aumentara con el numero de ciclos de secuenciacion.

La tecnologia lllumina permite la secuenciacion de un solo extremo o de extremos
emparejados ("paired end”). En la secuenciacién de extremos emparejados (PES), se
produce la secuenciacion de ambos extremos del fragmento de ADN, generando dos
lecturas por cada fragmento de la libreria de ADN. Para generar una segunda lectura,
se realiza otra ronda de amplificacion del puente, seguida de la division de la cadena
hacia adelante, antes de realizar la segunda ronda de secuenciacién. Ambas lecturas
se procesan juntas de manera computacional (298). Esta modalidad de secuenciacion
masiva PES permite la realizacion de millones de secuencias en paralelo,
incorporandose cada uno de los cuatro nucledtidos marcados con un indicador
fluorescente diferente, y que van a actuar como terminadores de la sintesis,
detectandose posteriormente la emision de fluorescencia. Los nucledtidos se
desbloquean después de la deteccion para permitir la entrada de un nuevo nucleétido
en el siguiente ciclo de sintesis. Los ultimos modelos permiten secuenciar en paralelo
mas de 3000 millones de clusters con una longitud de lectura en las secuencias
obtenidas menor que con los secuenciadores 454, ya que oscilan entre 35 y 150
bases. Sin embargo, la capacidad de realizar lecturas en paralelo es mucho mayor que

en 454, pudiendo obtener hasta 6 x 10'? lecturas en una sola tanda.
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La metodologia de secuenciacion por Illumina permite su aplicacion a la secuenciacion
genomica, secuenciacién de exoma y metagendmica, secuenciacion de ARN, y
estudios de metiloma. Un problema que puede surgir con esta metodologia es la falta
de sincronia en las reacciones de sintesis entre los miembros individuales de un
grupo, lo que interfiere en la generacion de una secuencia precisa y reduce el numero
de ciclos que se pueden realizar. También se debe tener cuidado de no sobrecargar el
soporte, por lo que requiere una cuantificacion precisa de la cantidad de ADN que se
carga en la matriz. Dentro de la gran cantidad de datos generados, también puede
realizarse el analisis de los errores de secuenciacién generados a partir del proceso de
secuenciacion, ayudando de este modo a la identificacion de variantes de secuencia
reales (299).

4.4 Secuenciaciéon genémica de tercera y cuarta generacion.

Se han desarrollado nuevos secuenciadores que son capaces de secuenciar de forma
directa sin necesidad de amplificacion previa mediante una metodologia que se
conoce como “secuenciacion de molécula unica”. Las ventajas de este tipo de
secuenciadores se deben a la posibilidad de secuenciar en tiempo real (sin necesidad
de pausas entre los flujos de nucledtidos) y realizar lecturas de moléculas de ADN de
miles de bases de longitud. Por otro lado, la precision de estos métodos es algo menor

que la que se obtiene con la metodologia NGS.

La secuenciacion de tercera generacion tiene como objetivo secuenciar moléculas
largas de ADN (y ARN). El actual lider tecnolégico comercializado en esta area es
PacificBiosciences (PacBio), que ha comercializado dos sistemas, el modelo original
RSIl y mas recientemente, el Sequel™. La secuenciacion de PacBio, también
conocida como secuenciacion “single molecule real time” (SMRT), permite la
secuenciacion de fragmentos muy largos, hasta 30-50 kb o mas. El método SMRT
implica la unién de una ADN polimerasa modificada con el ADN unido a secuenciar y
la utilizacion de una “zero-mode wave guide” (ZMW) en una celda de flujo SMRT.
Debido al disefio de ZMW Yy la longitud de onda de la luz, las imagenes se producen
s6lo en la parte inferior de la ZMW donde se encuentra el ADN unido a la ADN
polimerasa. Cada uno de los nucleétidos estda marcado por un fluoréforo distinto, y a
medida que se incorpora cada nucleétido en la cadena en crecimiento, se obtiene de
inmediato la sefial fluorescente, y posteriormente se libera grupo fluorescente que se
aleja del fondo de la ZMW, quedando preparado para la incorporacion del siguiente
nucledtido (300,301).
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La preparacion del molde de ADN es unica en el proceso PacBio ya que implica la
produccion de una "SMRTbell”, una molécula de ADN circular de doble cadena con
una secuencia adaptadora conocida que es complementaria a los cebadores utilizados
para iniciar la sintesis de ADN. Esto permite que la ADN polimerasa lea numerosos
moldes de ADN en cada ZMW hasta que la polimerasa se detiene, para construir una
secuencia consenso circular. Como los adaptadores ligados a cada lado del ADN
insertado tienen sitios de cebado para la sintesis de ADN, la polimerasa de
secuenciacion puede atravesar la SMRTbell circular en la direccion 523 en
cualquiera de las cadenas de ADN, proporcionando informacion complementaria de
ambas cadenas del SMRTbell (301).

Una ventaja importante del proceso de imagenes y deteccion de secuenciacién en
tiempo real PacBio es que se puede medir la velocidad de cada adicion de nucleétidos
durante la sintesis, denominada duracién entre pulsos (IPD). Muchos nucleétidos con
modificaciones en la base, como algunas metilaciones en A o C, van a maodificar la
IPD, y por lo tanto pueden identificarse como una base modificada, permitiendo
detectar y catalogar muchas modificaciones diferentes para estudios epigenéticos,
como los sitios de metilacién (292,302). Ademas, esta metodologia también presenta
la ventaja de proporcionar lecturas largas que favorecen el ensamblaje en el estudio
de genomas. En consecuencia resulta relativamente sencillo ensamblar secuencias
completas de genoma bacteriano a partir de unas pocas SMRT y determinar los
patrones de metilacion. La limitacion de la secuenciacién PacBio SMRT es una tasa de
error alta, aunque esto generalmente se supera debido a la profundidad de lectura
obtenida en cada ZMW para cada SMRTbell. En la practica, es frecuente utilizar los
ensamblajes PacBio combinados con otros métodos, como la secuenciacion lllumina,
para una mayor precision en la obtencién de secuencias del genoma (292,301). En
términos de rendimiento, el PacBio RSII (2013) utiliza chips con 150000 ZMW, que
cuando se optimizan, pueden generar hasta 350 Mb de secuencia por cada celda
SMRT. Las continuas actualizaciones tecnoldgicas y el uso de otros métodos
auxiliares para conseguir aislar fragmentos de ADN grandes para la secuenciacion de
PacBio estan permitiendo proporcionar mayor cantidad de lecturas, mas largas y mas

precisas (292).

En cuanto al fundamento de la secuenciacion de cuarta generacion, se basa en la
posibilidad de hacer pasar moléculas largas de ADN a través de nanoporos, y medir
las diferencias de corriente obtenidas al paso de cada nucleétido por un detector. En
teoria, se podrian pasar mas de 100 kb de ADN a través del nanoporo, y con muchos

canales se podrian lograr entre decenas y cientos de Gb de secuencia a un coste
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relativamente bajo (292,303). La secuenciacion de ADN basada en nanoporos se
propuso por primera vez a finales de la década de los 90 y recientemente Oxford
Nanopore Technologies ha logrado su comercializacion con los secuenciadores:
MinION portatil (con 512 canales de células de flujo de nanoporos), GridION (formado
por 5 minlON en un moédulo) y PromethlON (con 48 células de flujo de 3000 nanoporos
cada una). Estos secuenciadores utilizan nanoporos de proteinas en una membrana
polimérica con resistencia eléctrica, y a medida que cada nucleétido pasa a través del
nanoporo tiene lugar una interrupcion de la corriente eléctrica que es caracteristica
para cada nucleétido quedando registrada a tiempo real (304). Debido a su tamafio
pequefio y portatil, el MinlON tiene potencial para muchas aplicaciones donde los
requisitos de portabilidad y espacio son muy importantes. Actualmente, la tasa de error
de lectura es relativamente alta en comparacion con metodologia de secuenciacion
por sintesis, por lo que se requiere una cobertura de datos de secuencia mas alta y
enfoques computacionales novedosos para poder analizar los datos resultantes. La
tecnologia Nanopore se ha utilizado para secuenciar muestras ambientales y
metagendmica, y actualmente se esta utilizando para la identificaciéon de cepas
bacterianas. La tecnologia Nanopore también puede identificar modificaciones de
bases, similares a la tecnologia PacBio, lo que permite identificar facilmente los

eventos epigenéticos (305).
4.5 Aplicaciones secuenciacion genémica
*Cancer

El Proyecto del Genoma Humano ha proporcionado mucha informacién sobre
secuencias de genes relacionados con el cancer utilizando para ello técnicas de
amplificacion por PCR y de secuenciacion por metodologia Sanger sobre el ADN
extraido de material tumoral. El grupo de investigacion de Vogelstein también ha
aplicado este enfoque para analizar casi todos los genes humanos conocidos e
identificar mutaciones puntuales en el CCR y cancer de mama. Posteriormente,
también se financiaron estudios a mayor escala bajo esta metodologia para
caracterizar las vias implicadas en el cancer de pulmdn. Los problemas de este
enfoque es que no ofrece la posibilidad de ampliar los estudios debido a las grandes
cantidades de tejido tumoral necesarias para recuperar ADN, la escasa sensibilidad
para mutaciones de bajo nivel o para tumores con una gran proporcién de células
normales, y las dificultades relacionadas con la homologia en las familias de genes.
(306).
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La secuenciacion del genoma completo (WGS) mediante NGS ha ayudado a identificar
variantes genéticas, incluidas las variantes de un solo nucleétido (SNV;“single-
nucleotide variant”) o polimorfismos de un solo nucledtido (SNP;’single-nucleotide
polymorphism”), pequefias inserciones y deleciones, y variantes estructurales y
genomicas. En el aino 2008, Wheeler et al. publicaron la secuenciacién de ADN del
primer genoma diploide perteneciente a un individuo obtenido por tecnologia NGS,
demostrando asi la adquisicion de una nueva secuencia humana que incluye nuevos
genes no identificados previamente por secuenciacion gendmica tradicional, de una
forma mas rapida y significativamente menos costosa que la tecnologia tradicional
basada en la electroforesis capilar (307). En el mismo afo, Ley et al. publicaron la
secuenciacion completa del genoma tipico de leucemia mieloide aguda y demostraron
que la interpretacion precisa de las mutaciones somaticas se puede realizar
comparando con un tejido normal del mismo paciente (308). Todos los estudios de
WGS en cancer a gran escala han utilizado el enfoque basado en la comparacion de
las secuencias obtenidas de tumores sélidos con las de los tejidos periféricos. Sin
embargo, resulta complicado interpretar como van a afectar a la funcionalidad de las
proteinas las variantes obtenidas mediante NGS. El maximo beneficio de NGS sdlo se
logra si se dispone de un soporte bioinformatico de alto rendimiento, capaz de utilizar e
interpretar las secuencias de lectura corta obtenidas. Ademas las diferencias
existentes entre las diversas plataformas NGS en cuanto a formato de datos o longitud
de lecturas hacen necesario disponer de herramientas para evaluar la calidad de las

secuencias, la alineacion, el ensamblaje y el procesamiento de los datos (306).

También se han disefiado métodos para secuenciar ARN utilizando también
plataformas NGS (ARN-seq), para asi poder evaluar la expresion posterior de
mutaciones identificadas en ADN y proporcionar informacion de la trascendencia de
los mecanismos epigenéticos implicados en el cancer (metilacion, empaquetamiento
de cromatina). Desarrollos metodolégicos posteriores basados en NGS han permitido
evaluar la metilacion (Methyl-seq) y el empaquetado de cromatina del ADN gendmico,
en los que la interpretacion de los datos obtenidos resulta éptima cuando se compara
con los obtenidos para el tejido adyacente no tumoral (309,310). Para estudios
epigendmicos y de los mecanismos reguladores del genoma, los investigadores
pueden utilizar la secuenciacion de la metilacién del ADN y la inmunoprecipitacion de
la cromatina seguida de secuenciacion (ChIP-Seq). Ademas, la aplicacion de
diferentes algoritmos sobre los datos obtenidos permite obtener multiples tipos de

variaciones a partir del mismo conjunto de datos (306).
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Los estudios han demostrado que las mutaciones en los genes relacionados con el
cancer no son especificas del tipo de tejido tumoral y que existen mutaciones que
pueden estar activas en cualquier tipo de cancer. Esto ha tenido como resultado el
desarrollo de pruebas NGS para multiples genes que pueden aplicarse a los distintos
tipos de cancer permitiendo una gestién racional del escaso tejido tumoral del que a

menudo se dispone (311).

Actualmente cada vez es mayor el nUmero de mutaciones que se pueden conocer o
caracterizar a partir de una muestra procedente de un paciente. Continuamente estan
surgiendo nuevos métodos, como la “biopsia liquida”, para analizar la sangre u otros
fluidos corporales (liquido cefalorraquideo, orina). Como resultado de la liberacion del
contenido celular durante la apoptosis, todas las células del cuerpo pueden liberar
ADN a la circulacion, conocido como “ADN libre circulante”, pero ademas pueden
también en alguna ocasion arrojar células a la circulacion, lo que se conoce como

“células tumorales circulantes” (CTC) (312,313).
*Microbioma

Las técnicas microbiolégicas clasicas siguen aplicandose en la actualidad en todos los
laboratorios microbiolégicos clinicos, siendo éstas muy limitadas por su baja
sensibildad en cuando a la deteccion de especies o taxones bacterianos que
comparten caracteristicas bioquimicas y metabdlicas. La aparicion en los afos 80 de
los primeros meétodos basados en el andlisis de ADN extraido directamente de una
muestra, con independencia de la realizacion de cultivos in vitro previos, permitio a los
investigadores disponer de una herramienta clave para investigar varios aspectos de
las comunidades microbianas, como la composicion taxonomica y la metagendémica
funcional. Los primeros métodos basados en el ADN extraido de una comunidad
microbiana trataban de buscar genes especificos mediante la hibridacién con sondas
especificas fluorescentes in situ (FISH). Alternativamente, los genes especificos se
amplificaban mediante PCR, se clonaban en E.coli y posteriormente se sometian a la
secuenciacion mediante metodologia Sanger, aunque con un bajo rendimiento y sin

poder proporcionan una vision exhaustiva de la diversidad microbiana (314).

La técnica mas utilizada en la investigacion microbioldgica actual para la identificacion
de microorganismos se basa en la secuenciacion del gen 16S ARNr. Se trata de un
gen que estd presente en todas las bacterias y se caracteriza por presentar
secuencias altamente conservadas pero también secuencias hipervariables. Este
hecho ofrece la ventaja de poder utilizar cebadores universales que coinciden con

secciones de zonas conservadas para realizar técnicas de amplificaciéon por PCR y
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producir amplicones que abarquen regiones diferenciales con la variabilidad suficiente
para poder diferenciar entre especies bacterianas. Los productos obtenidos tras
secuenciacion se pueden comparan con las secuencias contenidas en las bases de
datos de referencia para rastrear la ecologia y evolucion de los microorganismos
(314,315).

Las técnicas microbiolégicas independientes del cultivo que se han desarrollado
durante la ultima década se basan en la secuenciacién de alto rendimiento del ADN
bacteriano. La aparicion de la tecnologia NGS ha posibilitado una investigacion de
manera eficiente y completa de las comunidades microbianas, permitiendo detectar la
totalidad de especies bacterianas, incluidas las menos abundantes, basandose en los
polimorfismos genéticos de algunos genes comunes a todos los procariotas, y la

posterior comparacion con bases de datos para la identificacion taxonémica (315).

En la actualidad esta metodologia es la de eleccion para la secuenciacién del ADN de
muestras procedentes de un organismo en combinacion con otros analisis como la
transcriptomica, proteémica, o metabolémica. A partir de entonces se iniciaron
programas de investigacion a gran escala con financiaciéon gubernamental, como el
proyecto Metagendmica del tracto intestinal humano (MetaHIT) y el Proyecto del
microbioma humano (HMP). MetaHIT se inici6 en el afio 2008 y tenia como objetivo
secuenciar los genomas microbianos de muestras fecales derivadas de individuos con
Ell y obesidad frente individuos sanos (210,316). EI HMP, desarrollado entre 2008 y
2013, trataba de caracterizar la diversidad de la microbiota presente en multiples
localizaciones del organismo en individuos sanos, para poder crear un catalogo de la
composicién promedio de la microbiota que sirviera de referencia para estudios
posteriores (317). El estudio metagendémico de la microbiota fecal humana ha
permitido aclarar una larga serie de aspectos previamente desconocidos sobre su
fisiologia, interacciones con la mucosa del tracto gastrointestinal y con otros érganos,
sus alteraciones durante enfermedades agudas o crénicas, y su posible papel en la
patogénesis de enfermedades tanto gastrointestinales como no gastrointestinales
(315).

Estas técnicas aportan unas ventajas considerables en el estudio de la microbiota
humana. En primer lugar, permiten la identificacion simultdnea de una gran cantidad
de taxones que permiten comprender la complejidad y la diversidad de la Ml humana
mejor que cualquier otra técnica conocida. También identifican especies bacterianas
generalmente no cultivables o con dificultad para su cultivo, superando asi muchas

limitaciones de las técnicas microbioldgicas clasicas. Ademas han permitido detectar
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taxones bacterianos previamente desconocidos en la microbiota humana y clasificarlos
taxondmicamente con un alto grado de precision. En ultima instancia, nos permiten
estimar la abundancia relativa de los taxones individuales, proporcionando informacion

cuantitativa muy importante para entender la estructura de la microbiota (315).

Las técnicas de secuenciacion de molécula simple resuelven algunos de los
principales problemas de la NGS, proporcionando lecturas mucho mas largas en un
tiempo notablemente reducido sin necesidad de amplificacién previa de muestras y
con una alta cobertura, pero con una alta fraccion de inserciones y supresiones. Hasta
la fecha, el principal objetivo se centra en la aplicacion de estas nuevas tecnologias en
el analisis del microbioma, y se esta estudiando también para evaluar las comunidades
microbianas en el futuro cercano. La combinacion de datos de NGS y secuenciacion

de molécula simple resulta a priori una opcion muy interesante en este ambito (314).

Los estudios realizados con las diversas plataformas NGS han proporcionado una
amplia gama de fenotipos de enfermedades relacionadas con la composicion de la
microbiota: EIll, obesidad, diabetes, alergias, autismo, depresion, enfermedades
cardiovasculares, algunos tipos de cancer e incluso las enfermedades pulmonares. A
pesar de la gran cantidad de literatura, todavia hay muchas areas de incertidumbre, y
la comprension del papel de la Ml en la fisiopatologia humana aun esta lejos de poder
afectar significativamente a la practica clinica (315). Para muchas enfermedades
cronicas, la participacion de la microbiota en la fisiopatologia y en la etiopatogenia no
esta completamente clara, aunque la evidencia existente respalda esta hipétesis. Por
ello se debe estimar la capacidad de utilizar los datos taxonédmicos y metagenémicos
obtenidos de las distintas localizaciones anatémicas como biomarcadores en el

diagnéstico o pronéstico para ciertas enfermedades en un futuro cercano (318).

5. Epigenética

La pérdida de estabilidad gendmica y/o epigenémica se ha observado en la mayoria
de las lesiones neoplasicas tempranas en el colon, y es probable que sea el evento
molecular y fisiopatolégico central en el inicio y desarrollo del proceso carcinogénico
del CCR. Ademas, esa pérdida de estabilidad también acelera la acumulacién de
mutaciones y alteraciones epigenéticas en genes supresores de tumores y oncogenes,
que impulsan la transformacion maligna de las células del colon y su expansién clonal,
seleccionando aquellas células malignas con un comportamiento mas agresivo. Un

paradigma predominante es que la célula “origen” de la mayoria de los CCR se trata
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de una célula madre o similar que reside en la base de las criptas del colon. En este
modelo, las mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores conducen a la
formacion de células madre cancerosas, que son esenciales para el inicio y

mantenimiento del tumor (111).

Las alteraciones mas comunes observadas en CCR incluyen los productos de los
genes APC, catenina-beta1l (CTNNBT), KRAS, BRAF, SMADA4, factor de crecimiento
transformante-receptor beta 2 (TGFBR2), TP53, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
catalitico 3-quinasa subunidad alfa (PIK3CA), dominio interactivo rico en AT 1A
(ARID1A), factor de transcripcion de la familia SRY (SOX9), familia con similitud de
secuencia 123B (FAM123B; también conocida como AMERT1) y ERBB2, que
promueven la carcinogénesis al perturbar la funcion de vias de sefalizacion
fundamentales, incluidas las vias de sefializacion Wnt-B-catenina, via del factor de
crecimiento epidérmico (EGF-MAPK), fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y TGF-B; o al
afectar genes que regulan los comportamientos centrales de las células, como la
reparacion y proliferacion del ADN. ElI CCR se inicia con frecuencia por alteraciones
que afectan la via de sefializacion de Wnt, y las células neoplasicas progresan
posteriormente por la desregulacién de otras vias de sefializacion, incluidas las vias
RAS-RAF-MAPK, TGF-B y PI3K-AKT (111).

Ademas de las mutaciones genéticas, las alteraciones epigenéticas ocurren
comunmente en polipos y CCR, y parecen también estar implicadas en la progresion
del cancer. La evaluacion del epigenoma del CCR ha revelado que en practicamente
todos los casos existen genes metilados de manera aberrante, y en el metiloma del
CCR existe un promedio de cientos de miles de genes anormalmente metilados, de los
cuales se supone que un subconjunto presenta un papel critico en el desarrollo del
CCR. La evaluacién de los genes metilados en el CCR también ha revelado la
existencia de un subgrupo molecular especifico del CCR, el CIMP, que presenta una
frecuencia particularmente alta de genes metilados. Estos avances han llevado a que
determinadas alteraciones epigenéticas se tengan en cuenta como biomarcadores

clinicos para aplicacion en diagndstico, prondstico y terapéutica (319).

Los investigadores han relacionado los errores en la metilacion del ADN con diversas
patologias y el cancer. La metilacion del ADN es un mecanismo regulador epigenético
que utilizan las células para mantener los genes en estado represivo, y consiste en la
conversién de bases de citosina en 5-metilcitosina por enzimas de ADN
metiltransferasa. En los mamiferos, la metilacion de secuencias CpG se encuentra

distribuida globalmente en todo el genoma, pero existen zonas de alto contenido en
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secuencias CpG, o “islas CpG”, que con frecuencia se encuentran cerca de los sitios
de inicio de transcripcién de genes en la region 5' (region promotora), y que pueden
provocar el silenciamiento transcripcional a través de los efectos sobre la union del
factor de transcripcion y los cambios producidos en la estructura de la cromatina. Las
modificaciones en la metilacion del ADN relacionadas con el proceso carcinogénico
son tanto la hipermetilacion de las islas CpG en los promotores de genes, que pueden
silenciar los genes supresores de tumores, como la hipometilacion de elementos
geneticos repetitivos, que pueden conducir a la inestabilidad genémica o la activacion
de oncogenes (111). Se ha demostrado que los genomas de las células cancerosas
estan hipometilados en general en comparacion con las células normales, con la
excepcion de algunos casos de hipermetilacion en genes involucrados en la regulacion
del ciclo celular, reparacién del ADN y otros eventos, en los que el silenciamiento
propaga la metastasis. Es mas, en determinados tipos de cancer como es el CCR, la
hipermetilacion es detectable de forma temprana y podria servir como marcador de la
enfermedad (320).

El genoma humano contiene 28 millones de islas CpG que se pueden encontrar en
estado metilado, hidroximetilado o no metilado. El estado de metilacién influye en las
interacciones proteina-ADN, en la expresion génica y en la estructura-estabilidad de la
cromatina, desempefiando un papel vital en la regulacion de los procesos celulares. El
papel de la metilacion del ADN en los procesos fisioldgicos y patolégicos requiere una
evaluacion precisa de su distribucion a nivel genémico, y los avances en la aplicacion
de las técnicas de secuenciacion para la creacion de perfiles de metilacién del ADN
han permitido el mapeo de perfiles de metilacion de ADN completos, conocido como
metiloma. Entre esas técnicas se encuentran la conversién mediante bisulfito de
citosinas no metiladas en uracilo, la inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos
para ADN metilado, y la escisién mediante endonucleasas de restriccion dependientes
de metilacion. Todas estas técnicas se siguen de secuenciacion o hibridacion por
microarrays, y van a generar resultados comparables pero que difieren en el alcance
de la cobertura genémica de secuencias CpG, en la resoluciéon, en la precision
cuantitativa y en el coste. Ninguno de estos métodos existentes proporciona una
resoluciéon de secuencias CpG oOptima, una cobertura integral de todo el genoma o un
coste asequible para un laboratorio clinico, particularmente cuando se analizan

muchas muestras (321).

El método mas completo es el basado en la secuenciacion del genoma completo tras
tratamiento con bisulfito (WGBS; “whole-genome bisulfite sequencing”), considerado el

Unico enfoque capaz de producir una resolucién unica CpG, siendo quizas el método
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mas utilizado, generalmente considerado superior a los métodos basados en
enriquecimiento. En el WGBS, que incluye MethylC-seq (322) y BS-seq (323), se
miden los niveles de metilacién de citosina en todo el genoma y estima la proporcion
de metilacion en aquellos lugares de enriquecimiento en islas CpG. Sin embargo, este
método requiere volver a secuenciar todo el genoma para cada experimento, por lo
que resulta costoso. Ademas, los genomas que han sido sometidos previamente a
conversién con bisulfito tienen menor complejidad de secuencia y un contenido
reducido de GC, por lo que el rendimiento de los métodos basados en WGBS también
estan influenciados por las diferencias potenciales en la eficiencia de la amplificacion
del ADN y la capacidad de alinear con precision las lecturas de secuenciacion
convertidas con bisulfito, lo cual es mas dificil que la alineacién de lecturas
convencionales (324). Una razdn a priori importante por la que el WGBS se puede
considerar superior a los métodos de secuenciacién basados en el enriquecimiento,
mediante captura o amplificacion previa de determinadas areas de interés del genoma,
es que la transformacion de los resultados obtenidos a estimaciones directas de los
niveles de metilacion de CpG es sencilla. Tras alinear las secuencias con el genoma
de referencia se pueden contar e inferir las citosinas convertidas y no convertidas para

inferir los niveles de metilacion (321).

La secuenciacion con bisulfito de representacion reducida (RRBS) reduce el coste
debido a que mide la metilacion sélo de regiones ricas en islas CpG, requiere menos
lecturas para lograr la misma profundidad, y alcanza la medicién de entre el 10% y15%
de las islas CpG del genoma humano (325). Los métodos de enzimas de restriccion,
como es MRE-seq, incorporan digestiones paralelas utilizando varias endonucleasas
de restriccion, pudiendo cubrir cerca del 30% del genoma (326). Estas enzimas
producen cortes solo en los sitios de restriccidon con islas CpG no metiladas, de forma
que las islas CpG metiladas podrian inferirse por la ausencia de lecturas en los sitios
de corte que deberia tener lugar en el caso de una digestion perfecta (321). Los
métodos basados en la inmunoprecipitacion del ADN metilado (MeDIP-seq) o en la
union de proteinas al ADN metilado (MBDseq), presentan la ventaja de un menor
sesgo en cuanto a secuencias especificas de CpG en comparacion con los métodos
de enzimas de restriccion (326,327). Sin embargo, la relacion de enriquecimiento con
los niveles absolutos de metilacion esta confundida por variables como la densidad de
CpG, y ademas actualmente MeDIP-seq proporciona menor resoluciéon en
comparacion con MRE-seq o métodos basados en bisulfito. Finalmente, también se
dispone de plataformas basadas en arrays, ampliamente utilizadas, y que

generalmente combinan la conversién de bisulfito preiva a la hibridaciéon en matrices.
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Se trata de métodos con baja cobertura genémica puesto que se limitan a la deteccion

de regiones de metilacion concreta pero con una alta precision cuantitativa (321).
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II. JUSTIFICACION E HIPOTESIS






Durante los ultimos afos se han publicado numerosos estudios que evidencian como
la microbiota intestinal podria ejercer un importante papel en la promocién y progresion
del CCR. La disbiosis microbiana se caracteriza por la proliferacion de determinados
microorganismos oportunistas con capacidad de promover un estado proinflamatorio,
que desencadena la aparicibn de mutaciones génicas y expresion de determinadas
proteinas capaces de alterar los mecanismos de reparacion del ADN y por tanto
contribuir a una inestabilidad gendmica que ofrece resistencia frente a la apoptosis

celular.

En base al conocimiento adquirido acerca de la implicacién de los factores que
contribuyen al desarrollo del CCR puede ser posible conocer como la microbiota
intestinal puede contribuir cuantitativa y cualitativamente al desarrollo del mismo.
Ademas las alteraciones epigenéticas tales como la metilacion de promotores en
genes humanos podria estar ocasionada por determinadas bacterias y ser la base
para el desarrollo de determinados subtipos histolégicos de CCR. Por tanto, la
identificacion de estas bacterias y sus consecuencias moleculares permitiria conocer
mejor la carcinogénesis colorrectal y promover el uso de tratamientos probitticos o
antibioticos especificos que muestren eficacia en las etapas mas tempranas del

desarrollo tumoral segun su ruta patogénica.

A raiz de la introduccion de las distintas técnicas de secuenciacion tanto del ARNr 16S
bacteriano como del genoma completo, F. nucleatum se ha postulado como un
candidato potencial a biomarcador en el CCR. El estudio de investigacion previo
realizado dentro de la misma linea de investigacion en pacientes con CCR, concluye
que existe una alta abundancia de bacterias con actividad proinflamatoria, siendo F.
nucleatum la bacteria mas predominante en la mucosa tumoral. Ademas, el CCR tipo
serrado mostré una composicion bacteriana diferente respecto al CCR tipo
convencional, destacando la sobrerrepresentacion de F. nucleatum en este tipo de
tumor (328).

En cuanto a la relacion entre el microbioma y las alteraciones epigéneticas existe muy
poco publicado. Dentro de esta misma linea de investigacion se ha realizado un
estudio de asociacion entre microbioma y metiloma en el que destaca la asociacion
entre la hipermetilacién de los genes de dedos de zinc en muestras de tejido tumoral
con diversos géneros bacterianos entre los que se encuentra nuevamente

Fusobacterium spp. (329)

Por todo ello, formulamos como principal hipdtesis que la composicidon microbiana

intestinal, y mas especificamente la abundancia relativa de F. nucleatum, se relaciona
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con alteraciones epigenéticas, y por lo tanto también presenta asociacion con la ruta

molecular implicada en la promocion y desarrollo del CCR.
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lll. OBJETIVOS






- Analizar el microbioma entre muestras de tejido T y muestras de tejido NT en el CCR.

- Estudiar la asociacion de los genes que presentan diferencias significativas en el
perfil de metilacion entre muestras T y NT respecto a la abundancia del género

Fusobacterium.

- Analizar la correlacion existente entre la cuantificacion relativa de F. nucleatum con
los genes que presentan diferencias significativas en el perfil de metilacién entre

muestras T y NT respecto a la abundancia del género Fusobacterium.

- Identificar asociaciones entre la cuantificacion relativa de F. nucleatum y las distintas

caracteristicas clinicas y moleculares incluidas en el estudio.

- Estudiar la utilidad potencial de la cuantificacion relativa de F. nucleatum para el

diagndstico/cribado del CCR y para diferenciar entre los tipos de CCR.
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IV.MATERIAL Y METODOS






1. Disefo, poblacion y criterios de estudio

Se trata de un estudio descriptivo transversal que incluye un total de 154 muestras
pareadas procedentes de disecciones de pieza quirurgica, correspondientes a 77
pacientes, procedentes de tejido tumoral y tejido no tumoral periférico de pacientes
con CCR, recogidas durante el periodo que abarca desde el afio 2004 hasta el 2016, y
conservadas en el Biobanco del Hospital General Universitario Santa Lucia de

Cartagena.

-Criterios _de inclusion: individuos con edad superior a 18 afos, previa firma de

consentimiento informado para realizacion de colonoscopia y para el uso de sus
muestras bioldgicas con fin investigador (Anexo 1), y que no presentaban ninguna otra

enfermedad intestinal.

-Criterio _de exclusidén: individuos que se encontraban en tratamiento antibidtico

prolongado o que hubieran recibido tratamiento antibiético en los tres meses previos a

la intervencién quirdrgica o colonoscopia.
2. Variables del estudio

Se recogieron los datos clinicos correspondientes al CCR (tipo histolégico, localizacion

y estadio del tumor) y los datos demograficos de los pacientes (sexo, edad).

Los criterios histoldgicos seguidos para establecer el tipo de CCR comprenden, en el
caso del CC, la presencia de glandulas unicas o estructuras glandulares complejas
revestidas por células cilindricas o cuboidales con citoplasma baséfilo o anféfilo. Los
nucleos estan estratificados, son redondos u ovalados, y el niumero de mitosis suele

ser abundante. La denominada necrosis “sucia” suele ocupar la luz glandular (330).

En cuanto a los criterios histologicos para el diagnéstico de CCR tipo SAC, incluyen la
presencia de epitelio serrado, citoplasma abundante claro o eosinofilico, nucleos
vesiculares, ausencia o menos de un 10% de necrosis de la superficie total,
produccion de mucina y presencia de bolas celulares y bastones papilares en las

areas mucinosas (125).

El CCR tipo hmMSI-H se caracteriza por no presentar morfologia serrada, presencia
de células en anillo de sello y histologia de carcinoma medular, producciéon de mucina,
linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) y peritumorales, respuesta inflamatoria “Crohn-like",
pobre diferenciacion, heterogeneidad tumoral y borde tumoral pujante o "pushin”, y
BRAF mutado (331).
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La localizacién del tumor se considerd con respecto al angulo esplénico como proximal
(ciego, colon ascendente y transverso) o distal (colon descendente, colon sigmoide y
recto), mientras que para el estadiaje del tumor se realizé segun la clasificacion TNM
segun la AJCC/IUAC.

3. Toma de muestras y almacenamiento

Las muestras de mucosa de pacientes con CCR fueron tomadas de las piezas de
reseccion quirurgica de la parte mas superficial del tumor y de la mucosa normal
adyacente al tumor. Todas las biopsias de mucosa tomadas presentaron una masa de
20-30 mg y fueron depositadas inmediatamente en tubos estériles con OCT (Optimal
CuttingTemperature). Todas las muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta su

procesamiento.

4. Extraccion de ADN a partir de tejido

Para la extraccion del ADN se tomaron entre 5-15 mg (10 mm?®) de muestra de tejido
congelado usando el punzén de biopsia estéril desechable, disgregandolo mediante el
uso del TissueRuptor® (QIAGEN, Hilden, Alemania) en 180 ml de tampédn de lisis
tisular ATL. A continuacion, las muestras fueron incubadas con proteinasa K a 36 °C
durante 3 horas a 300 rpm. Posteriormente se procedié a la extraccién del ADN
mediante el kit QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) de forma automatizada en el
extractor QlAcube® (QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante: “Purification of
Total DNA from Animal Tissues (Spin-Column Protocol)”. EI ADN extraido fue
cuantificado (ng/ul) mediante el uso de un espectofotometro NanoDrop 1000®
(NanoDrop Technologies, Wilgmington, DE, USA). La calidad o pureza del extraido de
ADN fue determinada por los cocientes 260/230 y 260/280. El producto final de

extraccion fue almacenado a -80 °C para los posteriores procedimientos.

5. Estudio del microbioma bacteriano mediante NGS

Los datos metagendmicos de microbioma se obtuvieron por pirosecuenciacion con
llluminaMiSeq System® después de construir las librerias de ADN para su
secuenciacion, proporcionando asi informaciéon sobre la distribucion del microbioma

como abundancia relativa a nivel de géneros para cada muestra.
Protocolo:

Las secuencias especificas de genes utilizadas en este protocolo se dirigen a la region
16S RNAr V3 y V4, seleccionadas de Klindworth et al. (332), que a su vez estan

unidas a las secuencias de los adaptadores. Estas secuencias de cebadores para las

108



regiones V3 y V4 crean un unico amplicon de aproximadamente 460 pb y se describen

a continuacion:

*Cebador directo 16S:
5" TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

*Cebador inverso16S:
5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC

La secuencia del adaptador de lllumina que se agregan a las secuencias especificas

del locus son:

*Adaptador directo: 5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG- [cebador
directo 16S]

*Adaptador inverso: 5TCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG- [cebador
inverso 16S]

Paso 1- Preparacion de librerias ADN 16S:

1.1 PCR del amplicén.
En primer lugar se realiza una PCR para amplificar las regiones diana 16S siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Volumen por muestra
Muestra ADN (extraido) 5 ng/ul en Tris pH 8,5 10 mM 2,5 ul
Cebador Directo (1pM) 5l
Cebador Reverso (1uM) 5ul
2x KAPA HiFiHotStart Ready Mix 12,5 ul
Total 25 ul

La reaccion de amplificacion PCR se realiza en un termociclador utilizando el siguiente

programa:

1- Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 3 minutos.
2- 25 ciclos de: 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72
°C durante 30 segundos.

3- Extension final: 72 °C durante 5 minutos.
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Los productos de PCR se visualizan mediante electroforesis capilar de alta resolucion
con el sistema Q/Axcel® (Qiagen), comprobando que la banda del ADN amplificado se

corresponde con el tamafio correcto (550 Kb).
1.2 Lavado de producto PCR.

En este paso se utilizan microesferas “AMPure XP” para purificar el amplicon 16S

obtenido de restos de cebadores libres y de especies diméricas de cebadores.

Volumen por muestra
Solucion tampén Tris pH 8,5 10 mM 52,5 pl
Microesferas AMPure XP 20 pl
Etanol 80% 400 pl

Antes de agregar las microesferas a cada muestra debemos atemperar y asegurar la
homogeneizacién de la suspension de éstas con ayuda del vortex, y posteriormente
mezclar bien mediante agitacion a 1800 rpm durante 2 minutos. Tras su incubacién a
temperatura ambiente durante 5 minutos (ADN queda fijado a las microesferas),
colocar la placa en un soporte magnético durante 2 minutos, de forma que obtenemos
un sobrenadante claro. A continuacion, con la placa sobre el soporte magnético retirar

y desechar el sobrenadante.

Seguidamente se realiza un lavado de las microesferas con etanol al 80% sobre el
soporte magnético, desechando el sobrenadante tras 30 segundos de incubacion (este
proceso se repite una segunda vez), dejandosecar a temperatura ambiente las
microesferas durante 10 minutos. Finalmente y para liberar el ADN purificado de las
microesferas, se afaden 52,5 ul de solucién tampén Tris 10 mM pH 8,5 a cada
muestrafuera del soporte magnético, y asegurando la correcta resuspension de las
microesferas. De nuevo dejar incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos y
colocar de nuevo en el soporte magnético durante 2 minutos hasta obtener un
sobrenadante claro donde es suspendido el ADN, que vamos a transferir a una nueva

placa de PCR (aproximadamente 50 ul de sobrenadante).
1.3 PCR de etiquetado.

A partir de 5 yl del sobrenadante obtenido en el paso anterior se realiza una nueva

PCR utilizando cebadores de etiquetado 1 y 2 tal como indica el fabricante.
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Volumen por muestra
Muestra ADN 5ul
Cebador etiquetado 1 5l
Cebador etiquetado 2 5l
2x KAPA HiFiHotStart Ready Mix 25 yl
Agua de grado PCR 10 pl
Total 50 pl

La reaccion de amplificacion PCR se realiza utilizando el siguiente programa:

1- Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 3 minutos.
2- 8 ciclos de: 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 30 segundos.

3- Extension final: 72 °C durante 5 minutos.

1.4 Lavado de producto PCR

Se realiza un lavado del producto de la PCR obtenido en el punto 2.3 siguiendo los

mismos pasos que en el punto 2.2.

Volumen por muestra
Solucién tampén Tris pH 8,510 mM 27,5 ul
Micoesferas AMPure XP 56 pl
Etanol 80% 400 pl

Tras el proceso de purificacion obtenemos un volumen de suspension de 25 pl donde

tenemos nuestras librerias de amplicones de ADN etiquetadas.
Paso 2. Procedimiento de secuenciaciéon genémica.

a) El primer paso es diluir las librerias de ADN obtenidas alcanzando una
concentraciéon final de la solucién tampén Tris 4 nM, y seguidamente se mezclan
alicuotas de 5 pulde estas diluciones agrupando librerias con indices unicos. Para el
estudio metagendmico es suficiente alcanzar mas de 100.000 lecturas por muestra

para lograr un analisis completo de la composicion bacteriana.

b) A continuacion, las librerias de ADN agrupadas se desnaturalizan con NaOH 0,2N

en tubos de microcentrifuga, y tras golpe de centrifuga (280 g a 20 °C durante 1
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minuto), se deja incubar durante 5 minutos. De esta forma se obtiene ADN de cadena

simple.

Seguidamente se agrega el tampén de hibridacion (HT1) al tubo que contiene ADN
desnaturalizado dando como producto una libreria desnaturalizada 20 pM en NaOH 1

mM, dejandolo en hielo hasta proceder con la dilucion final.

En el caso de la técnica utilizada, el fabricante recomienda partir de una dilucion final

de 4 pM y se ajuste en los experimentos posteriores segun proceda.

c) En cada conjunto de librerias agrupadas se incluye una libreria de control interno
(PhiX) para validar aquellos casos de baja diversidad microbiana. Esta libreria control
también es sometida a mismo proceso de desnaturalizacién y diluida con HT1 hasta
alcanzar la misma concentracién que para las librerias agrupadas desnaturalizadas
(4pM).

d) Como ultimo paso previo a la secuenciacion genomica se deben combinar las
agrupaciones de librerias de amplicones desnaturalizados y la libreria control PhiX
desnaturalizada en un tubo de microcentrifuga de forma que esta ultima constituya al

menos un 5% del volumen final de la mezcla.

A continuacién, inmediatamente antes de cargar la mezcla en el cartucho de reactivos
para la secuenciacion gendmica, se somete la mezcla de librerias a un proceso de
desnaturalizacion por calor (96 °C durante 2 minutos) e inmediatamente después se

pasa la mezcla a un bafio de agua helada durante 5 minutos.

6. Estudio perfiles de metilacion ADN en mucosa tumoral mediante

microarray

Los datos de metilacion se midieron con el Infinium® HumanMethylation450 BeadChip
(llumina Inc., San Diego, CA, USA), ofreciendo una cobertura de todo el genoma con
una amplia regién de genes e islas CpG, y concretamente presenta mas de 450.000
sitios de metilacion, tanto dentro como fuera de las islas CpG. El ensayo utilizado para
el estudio de metilacion de ADN de todo el genoma es el Infinium® HD (lllumina Inc.,
San Diego, CA, USA), que proporciona una alta resolucion para comprender los
cambios epigenéticos al proporcionar datos cuantitativos de la metilacion a nivel de
cada sitio CpG de forma especifica y permite la seleccion incluso de regiones de baja

densidad de islas CpG, asegurando una cobertura del 99% de los genes RefSeq.
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La cobertura de los genes se establece abarcando sitios en la region promotora, en la
region 5'UTR, en el primer exén, en el cuerpo de gen y en la regién 3'UTR, para asi
proporcionar una vision amplia y completa del estado de metilacion. Este enfoque
basado en multiples sitios se extiende a las islas CpG, ofreciendo cobertura para el
96% de éstas, abarcando multiples sitios tanto dentro como en las partes mas distales
de las mismas, asi como aquellas regiones que las flanquean. Ademas de los genes y
las islas CpG, también se incluyen sitios multiples adicionales propuestas y
consensuadas por expertos en metilacion. El ensayo Infinium® HD para la metilacion
del ADN permite el estudio multiplex de miles de locus CpG por muestra y de un

numero de muestras elevado de forma automatizada.

El protocolo del ensayo de metilacion combina la conversion de bisulfito de ADN
gendmico y la amplificacion del genoma completo con captura directa. La intensidad
de la sefal se mide con el sistema iScan® (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), un
escaner de array que genera una medida estandarizada del grado de metilacién en un
locus concreto (valor B), de forma que permite analizar y comparar las muestras

estudiadas.

La metodologia Infinium® HD aplica dos tipos de ensayos, Infinium | e Infinum Il, para
mejorar la profundidad de la cobertura del andlisis de metilacion. El ensayo Infinium |
emplea dos tipos de particula por locus CpG, una para estados metilados y otra para
los no metilados. El disefio Infinium Il usa un solo tipo de particula, en la que el estado
de metilado o no metilado es determinado durante la fase de extension tras la
hibridacién (Figura 19).

Se utilizan sondas de forma que el extremo de 3 'de las sondas se coloca
directamente frente al sitio CpG (para Infinium I) o inmediatamente adyacente al sitio
(para Infinium Il). La extensién de una base especifica del alelo de las sondas
incorpora un nucledtido marcado con biotina (C o G) o un nucleétido marcado con
dinitrofenilo (A o T).
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Figura 19. Fundamento de los ensayos Infinium | e Infinium Il. Imagen disponible en:

https://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet humanmethylation450.pdf.

Protocolo:

El ensayo requiere 500 ng de ADN para el ensayo manual o 1000 ng de ADN para la

entrada del ensayo automatizado en la conversién de bisulfito.
Paso 1 - Conversion de bisulfito

El ADN se trata con bisulfito de sodio usando un kit de conversién de bisulfito y
después del tratamiento, las citosinas no metiladas se convierten en uracilo, aunque

las citosinas metiladas permanecen sin cambios.
Paso 2 - Amplificacién

Tras la conversion a bisulfito las muestras se desnaturalizan y neutralizan previamente
a la amplificacion. EI ADN desnaturalizado se amplifica isotérmicamente a 37 °C (20-
24 h), de forma que se aumenta la cantidad de ADN por muestra en varios miles de

veces.
Paso 3 - Fragmentacion, precipitacion y resuspension.

El producto amplificado se somete a un proceso de fragmentacion enzimatica de punto

final, para evitar la sobrefragmentacion, y a continuacién se somete a precipitacién con
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isopropanol y se centrifuga a 4 °C, para resuspenderse posteriormente en un tampoén

de hibridacion.
Paso 4 - Hibridacion con BeadChips

Posteriormente se dispensan las muestras de ADN fragmentadas y resuspendidas en
BeadChips, que son particulas con secuencias nucleotidicas adheridas al chip, y se
incuban a 48 °C (16-24 h) para que tenga lugar la hibridacion de las muestras con los
BeadChips.

Se aplican doce muestras a cada BeadChip, que las mantiene separadas mediante un
sello IntelliHyb, y tras la incubacién los fragmentos de ADN de las muestras hibridan
con fragmentos locus-especificos, que se encuentran unidos covalentemente a 1 de

mas de 500.000 tipos de particulas.

En el ensayo Infinium |, dos tipos de particulas se corresponden con cada locus CpG,
concretamente un tipo de particula corresponde al estado metilado (C) y el otro al
estado no metilado (T) del sitio CpG. En el caso del ensayo Infinium II, sélo existe un

tipo de particula que se corresponde con cada locus CpG.
Paso 5 - Lavado, extensiéon y marcado.

A continuaciéon tiene lugar un procedimiento de lavado para eliminar el ADN no
hibridado y dar paso a la fase de extension y medicion de la sefal. La extensién y el
marcaje se llevan a cabo en camaras de flujo capilar. La extension de base unica de
los oligos en el BeadChip, a partir del fragmento de ADN hibridado como molde,

incorpora etiquetas detectables y determina el nivel de metilacién de los sitios CpG.
Paso 6 - Obtencion de imagen.

El sistema iScan® realiza utiliza un laser para excitar el fluoroéforo del producto de
extensién de base unica obtenido y el escaner graba las imagenes de luz de alta

resolucién emitida por los fluoréforos.

Los datos crudos de intensidad de fluorescencia fueron normalizados empleando el
modulo de metilacion del programa Genome Studio (V21010.3, lllumina), empleando
normalizacién por controles e incluyendo el filtro corrector de sefial de fondo para
poder comparar datos de hibridaciones realizadas en distintos arrays. Las intensidades
normalizadas se utilizan para el calculo de los valores  de metilacion de ADN para

cada sitio CpG especifico, que pueden tomar cualquier valor entre 0 (no metilado) y 1
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(completamente metilado). Las diferencias de metilacion de islas CpG se consideran

significativas cuando 3 > 0,6.

intensidad sefial gen metilado (M)

§

"~ intensidad sefal gen metilado (M) + intensidad sefal gen no metilado(NM)

También nos proporciona parametros para el andlisis de metilacion diferencial entre
muestras T y NT mediante el calculo del log, fold-change (LogFC), que es la relacion
de la media del porcentaje de metilacion para un gen entre muestras tumorales y
muestras no tumorales (baseline). Normalmente suele considerarse que los genes con
un LogFC >1 y < -1 son significativos, aunque este dato hay que comparario con el
valor de p. Por convenio, se considera que este valor es significativo cuando el valor
de p < 0,05.

7. Tratamiento con bisulfito para estudio de validacion

El proceso de conversion de bisulfito a partir del ADN extraido de las muestras de
mucosa tumoral tiene como finalidad realizar posteriores analisis de estado de
metilacion del ADN. Para este proceso se utilizo el kit EZ DNA Methylation-Direct™
(ZymoResearch Corp., Orange, CA, USA) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, permitiendo recuperar ADN convertido a bisulfito listo para su amplificacion
por PCR. Esta técnica implica tratar el ADN metilado con bisulfito, convirtiendo por un
lado las citosinas no metiladas en uracilo (C>U), mientras que las citosinas metiladas

permanecen sin cambios durante el tratamiento (C>C).

Tras la conversion, el perfil de metilacion del ADN se puede determinar mediante
amplificacion por PCR seguida de secuenciacion de ADN. De esta forma el resultado
final es que las citosinas no metiladas convertidas a uracilo se detectan como timina
(T) (figura 20, posiciones 4 y 8), mientras que las citosinas metiladas no se ven

afectadas (figura 20, posicion 3 y 9).

ADN molde 5- GACCGTTCCAGGT -3

ADN tras tratamiento con bisulfito 5- GACUGTTUCAGGT -3’
ADN secuenciado 5- GACTGTTTCAGGT -3’

Figura 20. Ejemplo de resultados de secuenciacion de ADN después del tratamiento con

bisulfito.

El fabricante establece que debemos partir de cantidades de ADN comprendidas entre

50 pg y 2 yg, y concretamente se recomienda una cantidad inicial de ADN de 200 a
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500 ng para obtener resultados 6ptimos, recuperandose tras el procedimiento de
conversion mas del 80% del ADN de inicio. Ademas con este procedimiento se
alcanza una eficiencia de conversion superior al 99,5% de los residuos de citosina no

metilados y una proteccion de mas del 99,5% de las citosinas metiladas.
Protocolo:

1. Anadir 20 ul de ADN de cada muestra a 130 ul de la solucion reactiva de
conversién “CT” en tubos para PCR (o pocillos de una placa de PCR). Si el

volumen de ADN es inferior a 20 ul, compensar con agua.

2. Colocar los tubos de PCR (placa) en el termociclador con el siguiente
programa:
(1). 98 °C durante 8 minutos
(2). 64 °C durante 3.5 horas

(3). Opcional - Almacenamiento a 4 °C (hasta 20 horas).

3. Agregar 600 pl de tampdn de unién “M” en una columna “Zymo-Spin™ IC” y
colocarla en un tubo de recoleccion y a continuacién cargar la muestra del
paso 2 en la misma columna “Zymo-Spin™ [IC” que contiene el tampdn de

union. Cerrar la tapa y mezclar invirtiendo la columna varias veces.

4. Centrifugar a > 10000 g durante 30 segundos y desechar el tampdn contenido

ahora en el tubo de recoleccion.

5. Agregar 100 ul de tampdn de lavado “M” a la columna y centrifugar a > 10000

g durante 30 segundos.

6. Agregar 200 pl de tampdn de desulfonacion “M” a la columna e incubar a
temperatura ambiente (20-30 °C) durante 15-20 minutos. Después centrifugar

a > 10000 g durante 30 segundos.

7. Agregar 200 pl de tampén de lavado “M” a la columna y centrifugar a > 10000

g durante 30 segundos.

8. Repetir el paso 7.
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9. Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, y agregar 10 pl
de tampoén de elucién “M” de forma directa sobre la matriz que contiene la

columna (donde esta retenido el ADN).

10. Centrifugar durante 30 segundos a > 10000 g para eluir el ADN.

8. Pirosecuenciacion

Se analizaron y cuantificaron las firmas de metilacion del ADN de diferentes islas CpG

usando la pirosecuenciacion.

El ADN convertido con bisulfito se amplificé previamente por PCR en las siguientes
condiciones: 1 pl de ADN, 4 pl de tampdn de polimerasa 5X, dNTP 0,2 mM, MgCI2 0,6
mM, 0,3 uM de cebadores directos o inversos marcados con biotina y 0,05 U/ul de
polimerasa GoTaq Hot-Start (Promega, Madison, WI, USA).

El protocolo de PCR se realizé de la siguiente manera:

1. Desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 min
2. 35ciclos de 94 °C 10 segundos, 64 °C 10 segundos y 72 °C 50 segundos

3. Extensién a 72 °C 7 min.

Los cebadores se disefiaron utilizando el software Pyromark Assay Design 2.0

(QIAGEN) seleccionando aquellos con mejor score:

EGFR: (score 89)

EGFR-pyroF: AGGGTGTTTGATAAGATTTGAAG
EGFR-biotpyroR: [Btn]CTTTATTCCAATCCCCACCTCCCCTAC
EGFR-pyroseq: GATTTTAGGATTTTAGAGTATTATT

mirLET7D: (score 89)

mirLET7D-pyroF: TGTATTTTAGTTTGGGTGATAGAG
mirLET7D-biotpyroR: [Btn]TACTTAAAATCCAACCTCAAATCACAA
mirLET7D-pyroseq: AAAATTGATAATTAAATGTTAAAAG

PCLH1: (score 90)

PCLH1-pyroF: GTGTTTGTTTTAGATGGAGTGATGT
PCLH1-biotpyroR: [Btn ] CCTCCTCACCTTCAAAAATCATT
PCLH1-pyroseq: ATGTTTATTTTTTGTATTTAGTTTG
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COBL: (score 96)

COBL-pyroF: GGGATTGGTTTTAGGATTTTTTATAGATA
COBL-biotpyroR: [BtnN|ACCTCAAATAATCTACCCACCTTAA
COBL-pyroseq: TGGTTTTAGGATTTTTTATAGATAT

SFRP5: (score 89)

SFRP5-pyroF: TGTTTATTTTTTAGGTTTTGTGTTAGTAAT
SFRP5-biotpyroR: [Btn]ACCCTACCAACTATACCTTACTTAC
SFRP5-pyroseq: TTAGGTTTTGTGTTAGTAATAA

CILP2: (score 90)

CILP2-pyroF: TGGGATGTAGTTTGGAGGATTG
CILP2-biotpyroR: [Btn] CCCCTCTAAATCCCCCCCCTTAATAC
CILP2-pyroseq: TTTGGAGGATTGAGTG

PTPLAD2: (score 84)

PTPLADZ2-pyroF: ATATAAAGATTAGGAAGTTGTAATTAGAGT
PTPLADZ2-biotpyroR: [BtnJAAATTCTCCAAATTTCTACAACACTACT
PTPLADZ2-pyroseq: AGTTGTAATTAGAGTTTGGT

ZNF788: (score 77)

ZNF788-pyroF: TTTTAAAGAGGAAGTGAATAGAATTAGTT
ZNF788-biotpyroR: [Btn ] CTCCTTCCCCCAAAAAAATTAACA
ZNF788-pyroseq: GTTGTTATTTAGGGTTTTGAA

Los productos de PCR se verificaron utilizando el sistema de electroforesis capilar de
alta resolucién de ADN Q/Axcel® (Qiagen). La pirosecuenciacion se realizd utilizando
el equipo PyroMark® Q24 (Qiagen) segun el protocolo del fabricante. El nivel de
metilacion se evalu6 utilizando el software PyroMark Q24 2.0.6 (Qiagen) mediante el
cual se calculd el porcentaje de metilacion para cada isla CpG. Los resultados se
presentan como el porcentaje (media + DE) de los diferentes sitios de CpG estudiados

para cada una de las regiones analizadas de los distintos genes.

9. Estudio de cuantificaciéon mediante gPCR

Se llevo a cabo la cuantificacion bacteriana tanto a nivel bacteriano global como para
F. nucelatum. La qPCR se realizO mediante el uso de cebadores genéricos y
especificos del 16S ARN, con la sonda inespecifica SYBR® Green PCR Master Mix

(QuantiTec-QIAGEN), en un volumen final de reaccion de 20 pl.
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Tabla 8. Cebadores utilizados en el analisis mediante gPCR.

Grupo Nombre Secuencia Tmp | Tamaho Referencia

Forward 5’-CGT GCC AGC CGC GG-3°

Total bacteria 60 °C 293 pb (;\:'I;T-Z%S&USI
Reverse 5-TGG ACT ACC AGG GTA TCT AAT CCT G-3° K
5-CAACCATTACTT TAACTC TAC CAT GTT
Forward CA3’ Virap |
F. nucleatum 60 °C 111 pb (Mira-Pascua
Reverse | 5-GTT GAC TTT ACA GAA GGA GAT TAT GTA etal., 2014b)
AAA ATC-3°

Forward 5'-CCTCCATCGTCCACCGCAAATG-3"'
B-actina 60 °C 198 pb -
Reverse | 5-TGCTGTCACCTTCACCGTTCCA-3'

La amplificacion se llevd a cabo en el termociclador 7500F (Applied Biosystems), con
las siguientes condiciones de reaccion:
1° - Desnaturalizacion inicial: 95 °C durante 10 minutos.

2° - 40 ciclos de: 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto

Para monitorizar la especificidad de los productos de amplificacion, se analizaron las
curvas de Melting. Para el analisis de las curvas de amplificacion y de las curvas de
Melting se utilizé el software Sequence Detection v 1.2.3. (Applied Biosystems). Se
usaron controles negativos con agua estéril para verificar que la senal de fluorescencia
es derivada de la existencia de ADN y no de otros constituyentes de la mix utilizada

para la PCR. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

La cuantificacion relativa de F. nucleatum se llevé a cabo en base al valor del ciclo
umbral o “thresholdcycle” (Ct) registrado en el software segun dos modelos distintos:

¢ Cuantificacion relativa (2"

): Se basa en la normalizacion del valor de Ct
obtenido para el gen diana objeto de estudio (F. nucleatum) frente al Ct para el
gen 16S ARN bacteriano en la misma muestra. De esta forma se obtienen
valores directamente proporcionales a la cantidad absoluta bacteriana

permitiendo la comparacion entre muestras tumorales.

ACt = Ct (F. nucleatum) — Ct(16S ARN)
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2°%Y): Este método se basa en un

e Cuantificacion relativa normalizada (
modelo desarrollado por AppliedBiosystems, donde los valores de ACt
obtenidos para las muestras tumorales se normalizan con los valores de ACt
obtenidos para un calibrador o control, que en nuestro caso son las muestras
no tumorales, de forma que obtenemos el incremento normalizado de F.

nucleatum en muestras tumorales frente a las muestras no tumorales (333).

AACt = [Ct (F nUC/eatUm) - Ct(1 6S ARN)]TUMORAL - [Ct (F nUC/eatUm) - Ct(16S ARN)]NORMAL

10. Inestabilidad de microsatélites (MSI)

El analisis del estado MSI se ha llevado a cabo mediante el kit MSI Analysis System
version 1.2 (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. En lineas generales,
este analisis realiza la comparacion de perfiles alélicos de marcadores de
microsatélites previa amplificacion mediante PCR utilizando cebadores marcados con
fluorocromos a partir de muestras de tejido normal y tejido tumoral. Concretamente,
con esta técnica se produce la deteccion de siete marcadores: cinco mononucleétidos
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y MONO-27) y dos pentanucledtidos (Penta C y
Penta D) (Tabla 9).

Tabla 9. Marcadores del kit MSI Analysis System version 1.2 (Promega).

Marcador | Secuencia principal Rango tamaio (pb) | Alelos 2800M (pb) Fluorocromos
NR-21 (A)21 80-105 102 JOE
BAT-26 (A)2s 80-118 115 FL
BAT-25 (A)2s 107-129 124 JOE
NR-24 (A)24 100-135 132 TMR

MONO-27 (A)27 131-165 151 JOE
Penta C (AAAAG)3.15 137-225 175, 180 TMR
Penta D (AAAAG)2-17 120-250 182, 187 FL

JOE: 6-carboxi-4 5 -dicloro-2 7 '-dimetoxifluoresceina; FL: fluoresceina; TMR: carboxi-tetrametilrodamina.

Los marcadores mononucleétidos se utilizan para la determinacion de MSI, han sido
seleccionados por su alta sensibilidad y especificidad a las alteraciones en las
muestras que contienen defectos en genes MMR, y casi todos los individuos son
homocigotos para el mismo alelo comun para un marcador determinado. Los
marcadores pentanucleoétidos se seleccionaron por su alto nivel de polimorfismo y bajo
grado de MSI, lo que ayuda a confirmar que la muestra problema y la muestra normal
emparejada son del mismo individuo, de forma que ayudan a evitar confusiones y

detectar la contaminacién de las muestras.

121




Ademas se anaden fragmentos de ADN estandar de tamafo conocido (2800M) como
control interno en la PCR para garantizar el tamafio exacto de los alelos y ajustar la

variacion de un ciclo a otro.

El sistema de analisis MSI esta optimizado para amplificar 1 6 2 ng de ADN gendémico

en un volumen total de reaccion de 10 pl.

Protocolo:

1- Preparacion de la mezcla de ampilificacion.

Volumen por muestra
Tampoén GoldST*R 10X 1ul
MSI 10X Primer Pair Mix 1ul
ADN Taq polimerasa 0,15 pl
Agua de grado PCR 5,85 pl
Total 8 ul

2- Transferir 8 ul de mezcla de amplificacién a cada pocillo de reaccion y transferir

a continuacion 2 pl de cada muestra de ADN (1-2 ng) a cada pocillo.

3- Control de amplificacién positivo: diluir el ADN 2800M 0,5—-1 ng/ul en agua libre
de nucleasas y pipetear 2 yl del ADN diluido en el fondo de cada pocillo y

homogeneizar.

4- Control de amplificacion negativo: pipetear 2 ul de agua libre de nucleasas en
lugar muestra de ADN en un pocillo de reaccién que contenga mezcla de

amplificacion y homogeneizar.

5- Protocolo PCR:
1) 1 ciclo de 95°C durante 9 minutos;
2) 10 ciclos de: 94 °C durante 30 segundos, 45 segundos a 60 °C, 30
segundos a 72 °C
3) 35 ciclos de: 94 °C durante 30 segundos, 45 segundos a 58 °C, 45
segundos a 72 °C.

4) Extension: 72°C durante 60 minutos.

A continuacion se procede a la separacion de productos de PCR mediante

electroforesis capilar, en la que se utiliza el patron de tamafo GeneScan500LIZ
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(Applied Biosystems, Foster City, CA), marcado con el fluoréforo LIZ, disefado para
medir el tamafo de fragmentos de ADN en el intervalo de 35 a 500 nucledtidos y
proporciona 16 fragmentos monocatenarios marcados (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160,
200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 y 500 nucledtidos).

Protocolo:

1- Preparar mezcla de carga y mezclar durante 10-15 segundos mediante

agitacioén vorticial.

Volumen por muestra
GeneScan500LIZ 0,5 pl
Formamida 9,5 pl
Total 10 pl

2- Pipetear 10 uyl de la mezcla de formamida/lLS preparada en pocillos

individuales para cada muestra amplificada o control.

3- Agregar 1 pl de muestra de ADN amplificado a los pocillos que contienen la
mezcla formamida/lLS y centrifugar la placa brevemente para eliminar las

burbujas de aire de los pocillos si es necesario.

4- Desnaturalice las muestras a 95 °C durante 3 minutos, enfriar inmediatamente

durante 3 minutos.

5- Deteccion de fragmentos amplificados con analizador genético Applied

Biosystems 3130 siguiendo el protocolo del fabricante.

Los datos obtenidos se analizan con el software de analisis de fragmentos
GeneMapper® (Applied Biosystems), para determinar el estado de MSI de las
muestras estudiadas. Este software transforma los datos sin procesar en
electroferogramas con tablas de datos adjuntas que muestran las longitudes de los

fragmentos (pb) y alturas de los picos (RFU) (Figura 21).

Los casos se categorizaron como MSI-H o MSS/MSI-L segun los criterios del NCI que
establecen que el grupo de tumores MSI-H se define por presentar alteracion en 230-
40% de los marcadores analizados, mientras que el grupo MSI-L presenta alteracion

en <30-40% de los marcadores. En el panel utilizado de 5 marcadores equivale a:
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-MSI-H: inestabilidad en = 2 marcadores mononucledtidos.
-MSI-L: inestabilidad en 1 s6lo marcador mononucleétido.

-MSS: no existe ninguna inestabilidad en los marcadores analizados.
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Figura 21. Ejemplo de ensayo mediante analisis MSI utilizado: a) electroferograma de una
muestra norma; b) electroferograma de una muestra problema MSI-H (aparicién de nuevos

alelos indicados por flechas negras).

11. Fenotipo metilador de islas CpG (CIMP)

La metodologia MLPA (“multiplex ligation-dependent probe amplification”) aplicada al
caso particular de la metilacion, permite detectar los cambios en el patron de
metilacion del ADN en genes concretos en una misma reaccion. En nuestra
investigacion se ha utilizado la técnica SALSA® MS-MLPA® Probemix ME042-CA1
CIMP (MRC-Holanda) para evaluar el estado de CIMP de las muestras de CCR. Esta
herramienta permite detectar la metilacién aberrante de las islas CpG en las regiones
de regulacién de la transcripcion de los 8 genes para los cuales se han descrito
estados de metilacion alterados del CIMP. Permite asi detectar la metilacion aberrante
de una o mas secuencias de los genes CACNA1G, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1,
NEUROG1, RUNX3 y SOCS1.

SALSA MS-MLPA Probemix ME042-C1 CIMP contiene 48 sondas MS-MLPA frente a
productos de amplificacion de entre 124 y 492 nucledtidos. En total, 31 sondas MS-
MLPA contienen un sitio de reconocimiento para el enzima de restriccion Hhal y
proporcionan informacion sobre el estado de metilacion de las regiones promotoras de
los genes CACNA1G, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3 y SOCS1
(Tabla 10). También se obtiene informacion del cambio de numero de copias de cada

region promotora en la muestra analizada.
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Tabla 10. Sondas incluidas en el kit SALSA® MS-MLPA® Probemix ME042-C1 CIMP.

Tamaiio (nucleétidos) Sonda Gen Localizacién cromosémica
218 13990-L.15566
250 10123-L26834 CACNA1G 17921.33
273 10122-L16074
184 11869-L27058
195 14001-L00962
CDKN2A 9p21.3
232 14003-L16397
335 14004-L00955
206 13989-L15565
265 13993-L15569
CRABP1 15025.1
310 13996-L15572
318 13997-L15573
141 13984-L15560
172 16653-.19928 IGF2 11p15.5
418 14000-L15576
130 15288-L07712
178 13988-L19727
MLH1 3p22.2
355 14006-L07710
463 02260-L01747
166 13987-L15563
201 10126-L13261
212 13369-L16567
NEUROG1 5931.1
283 13994-L15570
364 14007-L10468
391 13998-L27056
258 13992-1.26835
346 14005-L15577 RUNX3 1p36.11
371 11131-L16234
155 15034-L27192
238 15035-L27059
SOCS1 16p13.13
300 15037-L16786
399 14393-L16073

También incluye 15 sondas de referencia que no se ven afectadas por la digestion de
Hhal y se dirigen a regiones relativamente no alteradas en CCR (Tabla 11). Ademas,
se incluye una sonda de control de la digestidén en esta mezcla de sondas que indica si
se llevo a cabo la digestién por la endonucleasa de restriccién, que contiene nueve
fragmentos de control de calidad que generan productos de amplificacion entre 64 y
121 nucledtidos (Tabla 12).
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Tabla 11. Sondas de referencia del kit SALSA® MS-MLPA® Probemix ME042-C1 CIMP.

Tamaio Sonda Gen Localizacién
(nucleotidos) cromosomica
445 15733-L17713 TRIM45 1p13
190 08262-L08125 SPAST 2p22
427 15730-L17710 PROM2 2q11
328 04007-L03430 BMPR2 2933
484 09682-L.10062 CAV3 3p25
151 07241-L.26836 POU1F1 3p11
454 10685-L11267 PKHD1 6p12
407 01237-L24913 UPF2 10p14
382 00973-L00560 TSPAN15 10921
161 08222-L07936 PLEKHA1 10926
244 18664-L24018 ANO5 11p14
292 15724-L17704 KIF21A 12912
492 14883-L27057 RPGRIP1 14911
475 13594-L15051 CACNA1A 19p13
124 S0864-L.26216 KCNJ6 21g22

Tabla 12. Fragmentos de control de calidad de la sonda del kit SALSA® MS-MLPA® Probemix
MEQ042-C1 CIMP.

Nombre Nuamero Tamaiio Utilidad
fragmentos (nucleotidos)
Fragmentos Q (cantidad) 4 64,70,76y 82 Solo se evidencian en presencia de menos de 100

ng de ADN de muestra o falla la etapa de ligadura
Fragmentos D 2 88y 96 Sefial baja para estos fragmentos en comparacion
(desnaturalizacion) con el fragmento de referencia indica una

desnaturalizacion de ADN incompleta

Fragmento referencia 1 92
Fragmento cromosoma X 1 100 Indicativo del sexo del paciente
Fragmento cromosoma Y 1 105 Indicativo del sexo del paciente

Para la realizacion del estudio se necesitan entre 50-100 ng de ADN de cada muestra

en un volumen total de 5 pl de tampon Tris-EDTA de 5a 10 mM.
Protocolo:
1- Desnaturalizacion inicial: 5 minutos a 98 °C.
2- Fase de hibridacién: anadir 3 ul de master mix de hibridacién a temperatura
ambiente.

a. Incubacion: 1 minuto a 95 °C.

b. Hibridacién sonda-muestra: 16 horas a 60 °C.
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3- Fase digestion de hibridos sonda-muestra.
a. A la temperatura de 20 °C: afiadir 13 ul tampon A, mezclar y transferir
10 pl a otro tubo.
b. A la temperatura de 48 °C:
i. Anadir 10 yl de master mix-ligasa al primer tubo (reaccion sin
digestion)
ii. Afadir 10 yl de master mix-digestion al segundo tubo (digestion)
c. Incubacion: 30 minutos a 48 °C.

d. Inactivacion de ligasa y enzima digestion Hhal: 5 minutos a 98 °C.

4- Fase PCR amplificacién de los hibridos sonda-muestra.
a. Llevar tubos a temperatura ambiente y afadir 5 pl de master mix-
polimerasa.
b. Programa termociclador: (95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30
segundos, 72 °C durante 60 segundos) x 35 ciclos; 72 °C durante 20

minutos.

La separacion de los fragmentos obtenidos tras la reaccion de amplificacion se realiza
en el instrumento de electroforesis capilar ABI 3130 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). La metilacion de cada posicion en cada muestra analizada en relacion con
la referencia se calcula utilizando el software Coffalyser.Net™ (MRC-Holanda) en
combinacion con la hoja de Coffalyser MLPA correspondiente al lote especifico de la
prueba. Es necesario incluir un nimero suficiente (=3) de muestras de referencia, en
nuestro caso mucosa de colon no tumoral, para normalizar los datos y establecer el
nivel de metilacion de referencia (promedio) para cada sonda especifica de metilacion.
Todas las muestras se normalizan frente a multiples ejecuciones de muestras de
referencia (normalizacién inter-muestras), y ademas dentro de cada muestra las

sondas se ajustan a las sondas de referencia (normalizacién intra-muestra).

Para determinar si una muestra tiene un nivel de metilacion significativamente mayor
para una determinada sonda se compara el resultado de metilacién obtenido para esa
muestra con el nivel de metilacion de referencia para esa sonda concreta. De forma
que cuando la relacién entre la metilacion obtenida para la muestra problema y el nivel
de metilacion referencia para la sonda es superior a 1 se incrementa la metilacion y
cuando la dicha relacion es igual o inferior al nivel de referencia no hay incremento de
la metilacidn. La deteccion del estado de metilacion requiere la confirmacion mediante

otras técnicas basadas en PCR o la pirosecuenciacion.
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Una muestra se clasifica como no-CIMP cuando ninguno de los ocho genes
analizados presenta metilacion, CIMP-L cuando 1 a 4 genes presentan metilacion y

CIMP-H cuando 5 o mas genes presentan metilacion.

12. Estudio mutaciones

*KRAS

El kit therascreen® KRAS Pyro (Qiagen) es una prueba in vitro basada en la
pirosecuenciacion para la deteccion cuantitativa de mutaciones en los codones 12, 13
y 61 del gen KRAS humano en el ADN gendémico derivado de muestras de tejido.
Consta de dos ensayos, uno para detectar mutaciones en los codones 12 y 13, y el
segundo para detectar mutaciones en el codén 61. Las dos regiones son amplificadas

mediante PCR separado y secuenciadas en la region definida (Figura 22).

FP Seq
— — [ccTlccdctace
Codons 12 and 13
RPE
FPE
Codon 61
TccalGmlcTe = <
Seq RP

Figura 22. Esquema de la prueba realizada con therascreen® KRAS Pyro. (Imagen tomada del
manual: therascreen® KRAS Pyro® Kit Handbook, 2015).

En primer lugar se realiza la PCR utilizando cebadores dirigidos a los codones 12/13.

KRAS-F: 5-TGACTGAATATAACTTGTGGTAGTTG-3’
KRAS-biotR: 5'[biotin] TCGTCCACAAAATGATTCTGAA-3’

Volumen por muestra

Muestra ADN 5ul
PyroMark PCR Master mix 12,5 yl
CoralLoad® 2,5l
Cebador codén 12/13

6 1ul
Cebador codoén 61
Agua de grado PCR 4 ul
Total 25 pl
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El protocolo de PCR de amplificacion se realizé de la siguiente manera:

1. Activacion inicial: 95 °C durante 15 min.
2. 42 ciclos de: 95 °C 20 segundos, 53 °C 30 segundos y 72 °C 20 segundos

3. Extension final: 72 °C 5 min.

Los amplicones obtenidos se inmovilizan en perlas Streptavidin Sepharose® High

Performance (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia).

Volumen por muestra

Producto PCR amplificacion biotinilado 10 pl
Master mix de inmovilizacion

Streptavidin Sepharose High Performance 2 ul

Tampodn de unién PyroMark 40 yl

Agua de grado PCR 28 pl

Total 80 ul

A continuacion, se somete la mezcla a agitacion durante 15 minutos a 1400 rpm a
temperatura ambiente, y seguidamente se transfieren las perlas a la placa de
pirosecuenciacion que contiene el cebador de secuenciacion  (5°-
GCACTCTTGCCTACG-3"), diluido previamente en un tampén de annealing.
Seguidamente se somete la placa a una incubacién de 80 °C durante 2 minutos y
posteriormente se dejan reposar la placa a temperatura ambiente durante 10-15

minutos.

El procedimiento de pirosecuenciacion se realiza en el equipo PyroMark® Q24 tras
cargar la placa y el cartucho de reactivos con los volumenes correspondientes de
nucledtidos, enzimas y sustratos para la reaccién que nos proporciona el software

segun el numero de muestras a procesar (Figura 23).

@[@T
BRI

g80;

Figura 23. llustracion del cartucho PyroMark Q24 (visto desde arriba): mezcla de enzimas (E),

mezcla de sustrato (S) y los nucledtidos (A, T, C, G). (Imagen tomada del manual:
therascreen® KRAS Pyro® Kit Handbook, 2015).
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Cada serie de muestras incluye un control de ADN genotipo KRAS tipo salvaje para
las regiones secuenciadas, necesario para la interpretacion adecuada de los

resultados y la identificacion de mutaciones de bajo nivel.
El analisis de los resultados se realiza utilizando el software PyroMark Q24

- KRAS tipo salvaje: cuando la frecuencia de mutacion es inferior al limite de

deteccion.

- KRAS bajo nivel mutacién: cuando la frecuencia de mutacion es del 3% del limite de

deteccion.

- KRAS mutado: cuando la frecuencia de mutacion es mayor del 3% del limite de

deteccion.

*BRAF

Utilizamos un método basado en la pirosecuenciacion para el analisis del gen BRAF.
Los cebadores se eligieron usando el programa Pyrosequencing Assay by Design

(Qiagen).

En primer lugar se lleva a cabo la amplificacion por PCR de una region de 224 pares

de bases del exdn 15 en el gen BRAF, incluido el coddn 600, utilizando los cebadores:

BRAF-F: 5'-CCTCACAGTAAAAATAGGTG-3’
BRAF-biotR: 5°[biotin]-GATTTTTGTGAATACTGGGAA-3’

Para un rendimiento 6ptimo se precisa de 20 ng o mas de ADN gendmico, premezcla
de PCR (BioFact, Daejeon, Corea), 1 ul de ambos cebadores (10 pmol /ul), y 1 pl de
tampodn de uracilo-ADN glicosilasa (UDG).

La amplificacion se llevé a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo:

1- 50 °C durante 3 min.

2- Desnaturalizacion a 95 °C durante 2 min.

3- 40 ciclos de: 95 °C durante 20 segundos, a 52 °C durante 40 segundos, y a 72
°C durante 30 segundos.

4- Extension final: a 72 °C durante 5 min.

La obtencion del producto de amplificacion por PCR se confirma mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se visualiza mediante tincion con bromuro

de etidio.
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Para el proceso de pirosecuenciacion se utiliza la tecnologia PyroMark® de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se inmovilizan 16-18 ul de producto de PCR
obtenido en perlas de Streptavidin Sepharose™ High Performance (Amersham

Biosciences, Uppsala, Suecia) y se procesan para obtener ADN monocatenario.

Posteriormente se lleva a incubacién con 15 pmol del cebador de secuenciacion (5°-
TGATTTTGGTCTAGCTACA-3") en bloque térmico a 80 °C durante 2 min. La
pirosecuenciacion se realiza en el equipo PyroMark® Q24 con el kit de reactivos Pyro
Gold (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, de forma similar a la

descrita previamente para la pirosecuenciacion del gen KRAS.

Cada serie de muestras incluye un control de ADN del genotipo BRAF tipo salvaje
para las regiones secuenciadas, necesario para la interpretacion adecuada de los

resultados y la identificacion de mutaciones de bajo nivel.
El analisis de los resultados se realiza utilizando el software PyroMark Q24

- BRAF tipo salvaje: cuando la frecuencia de mutacion es inferior al limite de

deteccion.

- BRAF bajo nivel mutacion: cuando la frecuencia de mutacion es del 3% del limite de

deteccion.

- BRAF mutado: cuando la frecuencia de mutacién es mayor del 3% del limite de

deteccion.

* PIK3CA

Utilizamos el método de pirosecuenciacion para el analisis del gen PIK3CA que

codifica la proteina PI3K.

Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR son:

*Exon 9
PIK3CA-F: 5-ACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTT-3'
PIK3CA-biotR: 5°[biotin]- AACAGCTCAAAGCAATTTCTACACG-3’

*Exon 20
PIK3CA-F: 5-CAATCCATTTTTGTTGTCCA-3'
PIK3CA-biotR: 5'-[biotin-CAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA-3'
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La mezcla de reaccién para la PCR del exdn 9 contiene los cebadores directo e
inverso (10 mmol / L cada uno), 0,2 mmol/L de cada nucleétido (ANTPMix con dUTP),
0,2 U de AmpErase Uracil-N glucosilasa (Applied Biosystems), 2 mmol/L de MgCI2, 1
Tampon de PCR, 0,9 U de AmpliTaq Gold 360 (Applied Biosystems) y 3,5 ul del eluido
de ADN gendmico en un volumen final de 35 pl. En el caso del exén 20 la mezcla de
PCR contiene los mismos componentes descritos para el exdén 9, excepto que se

usaron 2,5 pyl de eluido de ADN y volumen final de 25 pl.
Las condiciones de la reaccion de amplificacién fueron:

1- 50 °C durante 10 minutos (AmpErase Uracil-N glucosilasa).

2- Desnaturalizacion inicial a 94 °C, 10 minutos (AmpliTaq Gold 360).

3- Ciclo (x50): 95 °C durante 30 segundos; 60 °C durante 30 segundos (para
ex6n 9) o 57 °C durante 30 segundos (para exon 20); y extension final 72

°C durante 7 minutos.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa para

confirmar la amplificacion exitosa de los productos de 81pb (exén 9) y 74 pb (exén 20).

La pirosecuenciacion se realizé en el sistema PyroMark® Q24 (Qiagen) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. En los ensayos de pirosecuenciacion del exén 9,
la presencia de mutaciones se confirma utilizando tres cebadores de secuenciacion
diferentes y mediante la aparicién de un desplazamiento en el marco de lectura en
presencia de una secuencia mutante en relacion con la secuencia de tipo salvaje. Se
detectan las mutaciones ¢.1634A > G, c.1624A > G y ¢.1633G > A, respectivamente.

Los cebadores utilizados para el exén 9 son:

PIK3CA-RS1: 5-CCATAGAAAATCTTTCTCCT-3'
PIK3CA-RS2: 5-TTCTCCTTGCTTCAGTGATTT-3'
PIK3CA-RS3:5-TAGAAAATCTTTCTCCTGCT-3'

En el caso del exén 20, se utiliza un solo el cebador y se detectan las mutaciones
c.3140A>Gyc.3139C > T.

PIK3CA-RS: 5-GTTGTCCAGCCACCA-3'

El orden de dispensacion de nucledtidos esta disefiado de modo que si alguna de las
mutaciones comunes estuviera presente, apareceria un cambio en el marco de lectura,

y uno o varios picos adicionales después del nucleétido mutado.
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Figura 24. Pirogramas PIK3CA ex6n 9 y exon 20.
a) Exon 9 de tipo salvaje secuenciado con el cebador

9-RS1 y la mutacion ¢c.1634A> G

(flecha), causando un cambio en el marco de lectura y un nuevo pico en A (punta de

flecha), que sirve como garantia de calidad.

b) Exén 9 de tipo salvaje secuenciado con el cebador 9-RS2 y la mutacién ¢.1624G > A

(flecha), causando un cambio en el marco de lectura y un nuevo pico en A (punta de

flecha).
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c) Exon 9 de tipo salvaje secuenciado con el cebador 9-RS3 y la mutacion ¢.1633G > A
(flecha), causando un cambio en el marco de lectura y nuevos picos (puntas de flecha).
d) Exon 20 de tipo salvaje secuenciado con el cebador del exén 20 y la mutacion ¢.3139C
> T (flecha), causando un cambio en el marco de lectura y un nuevo pico en T (punta
de flecha). El exdén 20 de tipo salvaje secuencidé con el cebador del exén 20 y la
mutacién ¢.3140A > G (flecha), causando un cambio en el marco de lectura y un nuevo

pico en G (punta de flecha). Mut, mutante; WT, tipo salvaje.

13. Analisis estadistico

El estudio de la diversidad (diversidad alfa) del microbioma en las muestras Ty NT se
realiza mediante el indice de Shannon (IS), expresado como un numero positivo sin
limite superior, y que refleja la heterogeneidad de una comunidad microbiana en base
al numero de géneros presentes y su abundancia relativa. Las diferencias del IS entre
muestras T y NT a nivel global, como para las existentes segun el tipo de localizacion
o las existentes entre muestras T se calcularon mediante la aplicacion de pruebas
paramétricas (prueba T de Student o ANOVA) o no paramétricas (Kruskal-Wallis)

segun si el IS seguia una distribucién normal o asimétrica.

El analisis de componentes principales (PCA; “Principal Component Analysis”) tiene la
finalidad de reducir las dimensiones de una matriz de multiples variables en una de
menor dimensionalidad preservando la variabilidad de los datos originales (Wold,
Esbensen y Geladi, 1987). La nueva matriz queda definida por los componentes
principales (PC; “Principal Component’), que son combinaciones lineales de las
variables originales. EI PCA construye una transformacion lineal que escoge un nuevo
sistema de coordenadas para el conjunto original de datos en el cual la varianza de
mayor tamafio del conjunto de datos es capturada en el primer eje, la segunda
varianza mas grande es el segundo eje, y asi sucesivamente. El éxito de la reduccién
de dimensiones es evaluada por la varianza explicada de cada PC de forma que
valores altos de varianza explicada indican que el PC capta de forma robusta el patrén
de variabilidad de los datos originales. Existen casos donde con pocos PC se describe
la mayor parte de la variabilidad de los datos de forma contienen la mayor parte

informacion pudiendo ignorar el resto de PC.

Para el estudio de diferencias existentes entre la abundancia de los géneros
bacterianos entre muestras T y NT se aplica en primer lugar la prueba U de Mann-
Withey resultando significativos aquellas diferencias de abundancia con un valor de p
< 0,05. Seguidamente se utiliza el analisis de discriminacion lineal (LDA; “linear

discrimination analysis”) para lograr la maxima diferenciacién entre muestras T y NT
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con el menor numero de variables que suponen mayor poder de discriminacion en un

modelo de prediccion.

El estudio de correlacion entre la abundancia relativa del género Fusobacterium spp. 'y
el nivel de metilacion genética entre muestras T y NT se realiza mediante el analisis de
correlacion de Pearson empleando la funcion R statscor (). A partir de la combinacion
de los resultados de metilacion diferencial obtenidos del estudio del metiloma y la
correlacion del género Fusobacterium spp.con los genes que presentaban un mayor
nivel de metilacion estadisticamente significativo en muestras T se realiza el estudio
de validacién mediante pirosecuenciacion entre las muestras T y NT para los genes
resultantes. También se realiza el analisis de correlacién lineal entre la cuantificacion
relativa de F. nucleatum y el porcentaje de metilacion de las islas CpG de los genes
resultantes, asi como el estudio de asociacion con los distintos marcadores de interés
en el CCR.

Para el analisis estadistico comparativo de cuantificacion relativa F. nucleatum segun
los distintos marcadores de interés en el CCR se utilizaron las pruebas paramétricas
(prueba T de Student, ANOVA) o las pruebas no paramétricas (U de Mann Whitney,
Kruskal-Wallis) segun procedia en funcion del tipo de distribucién.También se realiza
el analisis multivariante por regresién lineal para el control de sesgo. Por ultimo, la
evaluacion de la cuantificacion relativa de F. nucleatum como prueba en el diagndstico
de CCR se ha realizado mediante el modelo matematico de curva ROC y analisis

multivariantes por regresion logistica.

En todos los analisis estadisticos llevados a cabo se ha considerado estadisticamente
significativo un valor de p < 0,05. Salvo el estudio de correlacion de la abundancia del
género Fusobacterium y el nivel de metilacién genético que se han realizado con el
programa R versién 3.4.0 en RStudio IDE version 1.0.143, el resto de analisis
estadisiticos descritos se han realizado con el paquete estadistico SPSS versién 21.0
para Windows (SPSS, Inc., Chicago IL).

14. Consideraciones éticas

El Comité de Etica e Investigaciéon Clinica del Hospital General Santa Lucia de
Cartagena aprobd este proyecto de investigacion. Todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado para el uso de sus muestras bioldgicas con fin investigador

(Anexo ).
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V. RESULTADOS






1. Descripcion de casos.

A continuacion se muestra la descripcion de las caracteristicas demograficas, de

localizacion y de estadio del CCR, asi como la descripcion de las caracteristicas

moleculares de los casos recogidos para el estudio (tabla 13 y 14).

Tabla 13. Caracteristicas demograficas, de localizaciéon y de estadio de los casos de CCR

incluidos en el estudio.

Convencional Serrado p* hmMSI p**
(n=31) (n=46) (n=11)
Edad Media [IC95%] 72,57 [69,1-76,0] 70,0 [67,2-72,7] 0,237 72,8 [65,3-80,4] 0,198
Sexo
Hombre 17 (22%) 26 (34%) 5 (6,5%)
Mujer 14 (18%) 20 (26%) 0,884 6 (8%) 0.396
Localizacion CCR
Proximal 15 (19,5%) 29 (37,5%) 8 (10,5%)
Distal 16 (21%) 17 (22%) 0,244 3 (4%) 0,446
Estadio CCR
0- 5 (6,5%) 7 (9%) 0 (0%)
IIA-B 11 (14%) 15 (19,5%) 4 (5%)
IA-B-C 13 (17%) 18 (23,5%) 3 (4%)
v 2 (2,5%) 6 (8%) 0,834 4 (5%) 0,032

*Significacion estaditica (p) para las comparaciones de las variables entre CC y SAC

**Significacion estadistica (p) para las comparaciones dentro de los CCR serrados (Serrado vs hmMSI)
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Resultados

Tabla 14. Caracteristicas moleculares de los casos de CCR incluidos en el estudio.

Convencional Serrado p* hmMSI p**

MSI (n=77)
Ausencia (MSS) 29 21 0
Bajo grado 2 15 3
Alto grado 0 10 < 0,001 8 < 0,001

KRAS (n=69)
Normal 1 23 9
Mutado 19 16 0,090 1 0,021

*Significacion estadistica (p) para las comparaciones de las variables entre CC y SAC
**Significacion estadistica (p) para las comparaciones dentro de los CCR serrados (Serrado vs hmMSI)
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2. CAPITULO 1: Estudio del microbioma

El estudio de microbioma se ha realizado sobre un total de 49 muestras totales, 26 de
mucosa NT y 23 de mucosa T (12 CC, 7 SAC y 4 hmMSI), y se obtuvieron un total de
224 géneros bacterianos distintos a nivel global.

2.1 Analisis de la diversidad microbiana
Los datos de composicion bacteriana de las muestras obtenidos por NGS se analizan
mediante el indice de Shannon para valorar la diversidad de géneros bacterianos
existentes entre los distintos tipos de muestras (figuras 25 y 26).
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Figura 25. Diagrama de abundancia relativa para muestras NT por NGS.
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Figura 26. Diagrama de abundancia relativa para muestras T por NGS.
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El analisis estadistico muestra que la diversidad de géneros bacterianos en muestras
T es algo inferior a la de muestras NT (figura 27), pero sin llegar a una diferencia
significativas (Shannon=1,91 [1,65-2,17] vs. 2,06 [1,89-2,24]; p = 0,34).
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Figura 27. Diagrama de cajas del indice de Shannon en funcién del tipo de muestra.

El analisis de la diversidad de géneros bacterianos realizado entre muestras NT y T
segun la localizacion determina que existen diferencias significativas (ANOVA: F
5,521; p = 0,003), y concretamente es debido a muestras T de localizacion distal
(Figura 28, Tabla 15).

En cambio no se obtienen diferencias significativas en la diversidad de géneros

bacterianos cuando se analizan las muestras T segun el tipo de CCR (KrusKal-
Wallis=0,90; p = 0,825) (Figura 29).
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Figura 28. Diagrama de cajas del indice de Shannon en funcién del tipo de muestra y

localizacion.

Tabla 15. Estudio comparativo del indice de Shannon entre los distintos tipos de muestra

segun localizacion.

Diferencia medias 1C95% t p
Normal Proximal vs Normal Distal 0,001 [-0,31; 0,31] 0,01 0,99
Normal Proximal vs Tumoral Proximal 0,21 [-0,15; 0,56] 1,19 0,24
Normal Proximal vs Tumoral Distal 0,98 [0,47;1,49] 4,06 0,001
Normal Distal vs Tumoral Proximal 0,21 [-0,16; 0,57] 1,16 0,26
Normal Distal vs Tumoral Distal 0,98 [0,63; 1,34] 6,04 < 0,001
Tumoral Proximal vs Tumoral Distal 0,77 [0,18; 1,36] 2,71 0,01
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Figura 29. Diagrama de cajas del indice de Shannon en funcién del tipo de CCR.

2.2 Analisis de componentes principales (PCA)
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Figura 30. Grafico del PCA para datos del microbioma.
NT: No tumoral, CC: CCR convencional, SAC: CCR serrado, MSI: CCR tipo hmMSI
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El PCA de los datos de microbioma no muestra una diferencia clara entre los casos
estudiados segun el resultado obtenido. Con los 2 PCs de mayor peso se explica un
17% de la variabilidad total de las muestras sin conseguir una diferenciacién clara
entre los distintos tipos de muestras. Es necesario un minimo de 9 PC para alcanzar al
menos el 50% de la varianza explicada por los datos, y se requieren un total de 51 PC

para alcanzar el 100% de la varianza explicada.

2.3 Anadlisis diferencial del microbioma

El analisis diferencial del microbioma en los distintos tipos de muestras para encontrar
posibles marcadores microbiolégicos demostraba la existencia de 20 géneros
bacterianos con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en su

abundancia relativa entre muestras T y NT (Tabla 16).

Tabla 16. Géneros bacterianos con diferencias significativas en su abundancia relativa entre

muestras T y NT.

Género bacteriano Diferencia medianas (%) U de Mann-Whitney (p)
Bacteroides 9,2 0,035
Streptococcus 0,72 0,005
Eubacterium 0,61 0,008
Fusobacterium 0,25 0,012
Dialister 0,07 0,034
Agrobacterium 0,05 < 0,001
Delftia 0,04 < 0,001
Acinetobacter 0,02 0,036
Stenotrophomonas 0,005 0,002
Acidaminococcus -0,001 0,002
Thermanaerovibrio -0,003 0,001
Butyrvibrio -0,006 0,010
Eisenbergiella -0,008 0,044
Citrobacter -0,030 0,029
Pseudoflavoniflactor -0,033 0,019
Parasutterella -0,057 0,027
Akkermansia -0,138 0,004
Instentinibacter -0,2 0,017
Lachnoclostridium -0,96 0,021
Escherichia -5,4 0,030
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En cambio, cuando se aplica el método LDA (linear discrimination anaylisis) para
lograr una maxima diferenciacion entre muestras T y NT con el minimo numero de
géneros se obtienen aquellos cuya diferencia en la abundancia presentan mayor poder

discriminatorio en un modelo de prediccién (Tabla 17).

Tabla 17. Resultado del LDA para el microbioma.

Género bacteriano Coeficiente de la funcién discriminante
Bacteroides 1,160
Eubacterium 0,920
Acinetobacter 0,689
Fusobacterium 0,466
Pseudomonas -0,408
Paraprevotella -0,549
Haemophilus -0,640
Lachnoclostridium -0,927
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3. CAPITULO 2: Estudio género Fusobacterium-metiloma

A partir de los datos obtenidos en el analisis del metiloma realizado previamente con
Infinium® HumanMethylation450 BeadChip, se ha realiza el estudio de correlacion del
nivel de metilacion con la abundancia del género Fusobacterium spp. y posteriormente
la validacién de los resultados obtenidos mediante pirosecuenciacion. Los resultados
proceden del estudio del metiloma de 21 muestras totales, 3 de mucosa NT y 18 de
mucosa T (12 CC, 6 SAC), incluyendo un total de 18569 genes.

3.1 Estudio de correlacion Fusobacterium spp.- nivel de metilacién

Estas 21 muestras tambien estaban incluidas en el estudio del micrbioma por lllumina.
A partir de estos datos se realiza el estudio de la correlacion del nivel de metilacion de

los genes con la abundancia del género Fusobacterium spp, (Tabla 18).

Tabla 18. Principales genes cuyo nivel de metilacion presenta correlacion significtavia, positiva

0 negativa, con la abundancia relativa de Fusobacterium spp.

Correlacion positiva Correlacion negativa
Gen Coeficiente Gen Coeficiente
RELA 0,84 EDAR -0,77
DTYMK 0,83 C2orf76 -0,74
RAB11FIP5 0,83 CCDC14 -0,73
MTOR 0,80 ZFP64 -0,73
PSPH 0,78 SFMBT1 -0,73
HIVEP2 0,77 SESTD1 -0,72
FAM193B 0,77 ZBTB39 -0,72
C200rf112 0,76 NBPF7 -0,70
CEP164 0,76 XcL2 -0,70
SLC25A13 0,76 PROCA1 -0,69

3.2 Combinacion de resultados de correlacion y metilacion diferencial

Combinando los resultados del estudio de metilacién diferencial obtenidos del analisis

realizado con Infinium® HumanMethylation450 BeadChip y los resultados del analisis
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de correlacion entre el nivel de metilacion y Fusobacterium spp., solo 4 genes que
presentan con una fuerte correlacion negativa (coeficiente < -0,5) entre su nivel de
metiacion y la abundancia de Fusobacterium spp. (p <0,05) presentan también una

metilacion diferencial entre muestras T y NT significativa (Tabla 19).

Tabla 19. Genes hipermetilados en muestras T con correlacién negativa con Fusobacterium

spp.

Gen Coeficiente correlacion LogFC p
CILP2 -0,505 0,689 0,025
sycp2L -0,524 1,251 0,042
DRD1 -0,567 1,572 0,042
PTPLAD2 -0,609 1,809 0,048

LogFC: log2-fold-change entre muestras T y NT; p: valor de p ajustado tras correccién de Benjamini-

Hochbergt.

Por otro lado, 5 genes muestran una correlacion positiva (>0,2) entre su nivel de
metilacién y la abundancia de Fusobacterium spp. y presentan una metilacién

diferencial entre muestras T y NT, aunque una correlacién débil (<0,5) (Tabla 20).

Tabla 20. Genes hipermetilados en muestras T con correlacién positiva con Fusobacterium
spp.

Gen Coeficiente correlacion LogFC p
EGFR 0,299 0,581 0,035
PLCH1 0,297 0,646 0,035
COBL 0,296 0,491 0,038
mirLET7D 0,286 0,622 0,046
SFRP5 0,281 1,463 0,031

LogFC: log2-fold-change entre muestras T y NT; p: valor de p ajustado tras correccién de Benjamini-

Hochbergt.

148



3.3 Estudio de validacién por pirosecuenciacion de metilacién diferencial

Se realiza el estudio de validacion por pirosecuenciacion de los resultados de
metilacién diferencial obtenidos entre muestras T y NT para aquellos genes de interés

en el género Fusobacterium (Tabla 21).

Tabla 21. Validacion de resultados de metilacion de islas CpG entre muestras T y NT para
genes de interés en género Fusobacterium.

Gen Numero muestras Medianas (%) U de Mann- p
(T/NT) (T/NT) Whitney
PTPLAD2 36/3 53/37 36 0,300
SFRP5 45/3 46/42 59,5 0,701
CILP2 54/10 28/26 199 0,149
PLCH1 46/10 75/56 57 <0,001*
mirLET7D 44/3 83/78 26,5 0,001*
EGFR 42/10 43/40 130 0,040*
COBL 54/10 77/70 114,5 0,002*

p; grado significacién de U M-W.

3.4 Estudio de la correlaciéon entre Fusobacterium nucleatum y el porcentaje de

metilacion

Para el estudio de correlacion con la cuantificacion relativa de F. nucleatum en
muestras T, ademas de los genes incluidos en la tabla anterior que mostraron una
correlacion positiva o negativa con la abundancia de Fusobacterium spp., se incluye
también el gen ZNF788, consecuencia de resultado obtenido en el analisis integrado
del microbioma-metiloma realizado en un estudio previo dentro la linea de
investigacion en la que también se ha desarrollado este estudio. Dicho estudio
concluye que el gen ZNF788 presenta un mayor nivel de metilacion en muestras T y

permite clasificar las muestras T y NT.
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Tabla 22. Correlacion del Logaritmo de la cuantificacion relativa de F. nucleatum y los
porcentajes de metilacion de islas CpG.

Gen Correlacion Pearson (r) F p

EGFR 0,0001 0,015 0,904
PLCH1 0,104 0,593 0,444
COBL -0,137 1,184 0,281
mirLET7D 0,136 0,845 0,363
SFRP5 -0,129 0,775 0,383
CILP2 0,022 0,031 0,861
PTPLAD2 0,108 0,435 0,514
ZNF788 0,278 5,179 0,026

F: ANOVA Regresion; p; valor de p de F.
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Figura 31. Grafico de dispersion de datos y de recta de ajuste para el Unico gen con regresion
lineal p < 0,05 (gen ZNF788).

El modelo predictivo que mejor ajusta por regresién lineal para el porcentaje de
metilacion de islas CpG de ZNF788 incluye como variables predictoras el estado CIMP
y la cuantificacion relativa FN mientras que excluye del modelo el resto de variables
(Tabla 23).
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Tabla 23. Analisis multivariante de la prediccion del porcentaje de metilacion de islas CpG del
gen ZNF788.

. . Coeficiente no
Variables predictoras estandarizado P
Constante 31,73
Estado CIMP (CIMP-L / CIMP-H) 14,22 0,016
Cuantificacion relativa F. nucleatum 4,22 0,048
Variables excluidas p
Estado MSI 0,051
Edad 0,86
Estadio CCR 0,67
Localizacion 0,57
Sexo 0,40
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4. CAPITULO 3: Analisis diferencial de la cuantificacion relativa de
Fusobacterium nucleatum en los distintos marcadores de interés en el
CCR.

En el andlisis mediante gPCR para FN y carga bacteriana total, tan sélo el 9% (7 de
77) de las muestras NT mostraron un “ACt” de 10 o menos ciclos de amplificacion, el
56% (43 de 77) mostraron un “ACt” superior a los 10 ciclos de amplificacion, y el 35%
(27 de 77) una carga para FN no detectable. En cambio, el 40% (31 de 77) de
muestras T mostraron un “ACt” de 10 o menos ciclos de amplificacion, el 43% (33 de
77) mostraron un “ACt” superior a los 10 ciclos de amplificacion, y el 17% (13 de 77)

una carga para FN no detectable.

En cuanto al calculo de la cuantificacion relativa normalizada el 26% (20 de 77) de las
muestras presenta un valor < 1, lo que se traduce en que la cuantificacion relativa de
FN en muestras T es inferior a la determinada en muestras NT, mientras que en el
74% (57 de 77) de las muestras la cuantificacion relativa de FN es superior en las

muestras T.
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Figura 32. Distribucion de la cuantificacion relativa normalizada (2 en escala logaritmica.

La cuantificacién relativa normalizada de F. nucleatum (2 “*“') sigue una distribucién
asimétrica (coeficiente asimetria = 5,2) por lo que el analisis estadistico se realiza
tomando logaritmo de cuantificacion relativa normalizada para transformarla en una

distribucion normal y hacer uso de pruebas paramétricas.

152



Resultados

A continuacion se muestra el resultado del analisis estadistico para el logaritmo de la
cuantificacién relativa normalizada de FN en funcion de las variables sexo vy

localizacion.
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Figura 33. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Sexo”.

Tabla 24. Comparacion de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Sexo”.

Log 2¢24¢Y -0,017 [-0,50; 0,46] -0,07 0,94
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Figura 34. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Localizacion”.

Tabla 25. Comparacioén de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Localizacién”.

Log 224¢Y 0,15 [-0,38; 0,69] 0,34 0,57
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Resultados

(AACY) para el

El ANOVA del logaritmo de la cuantificacion relativa normalizada (Log 2
tipo de CCR muestra que existen diferencias significativas entre las medias de al

menos dos de los tipos de CCR (F de Fisher-Snedecor = 5,37; p = 0,007).
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Figura 35. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Tipo de CCR”.

En el analisis entre grupos se evidencia que las diferencias existentes tienen lugar
entre el CC y SAC, incluso en comparacién con el subtipo hmMSI, mientras que no

existen tal diferencia entre SAC y subtipo hmMSI.

Tabla 26. Comparacioén de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Tipo de CCR”.

CC vs SAC -0,68 [-1,21; -0,16] -2,63 0,011
CC vs hmMSI -1,01 [-1,62; -0,39] -3,31 0,002
SAC vs hmMSI -0,32 [-1,13; 0,48] -0,80 0,426

Cuando realizamos el analisis teniendo en cuenta tanto el tipo de CCR como su
localizacion se observa que las diferencias significativas de la cuantificacion relativa
normalizada de FN en funcion del tipo de CCR tienen lugar a nivel de localizacion
proximal (Kruskal-Wallis = 10,14; p = 0,006) y no las hay a nivel de localizacion distal
(Kruskal-Wallis = 2,92; p = 0,23).
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Figura 36. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Tipo de CCR”

y “Localizacion”.

Tabla 27. Comparacion de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Tipo de CCR”

en funcién de su “Localizaciéon”.

SAC (n=21) hmMSI (n=8)
U de MW P U de MW P
CC (n=16) 90 21 0,008
SAC (n=21) 68 0,44
SAC (n=14) hmMSI (n=3)
U de MW U de MW P
CC (n=15) 69 14 0,36
SAC (n=14) 17 0,61

El analisis en el caso de la variable que hace referencia al tamafio tumoral (T) se
decide establecer un grupo en el que se incluyen los casos Tis, T1 y T2 de forma
conjunta debido al escaso numero de casos en los dos primeros obteniendo un

resultado de diferencia significativo.

Debido a las distribuciones asimétricas del logaritmo de la cuantificacién relativa
normalizada (Log 2**“Y) para el grupo que engloba a Tis, T1 y T2, se realiza el

analisis mediante la prueba no paramétrica de KrusKal-Wallis, que evidencia también
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diferencia significativa entre al menos dos de los grupos (Kruskal-Wallis = 19,85;
p<0,0001).
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Figura 37. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “T”.

Tabla 28. Comparacion de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “T”".

116 0,000021

Tis, T1, T2 (n=17)
T3 (n=46)

206 0,043

El analisis en el caso del estadio del CCR se decide establecer un grupo en el que se
incluyen los casos correspondientes a estadio 0 y estadio | de forma conjunta debido
al escaso numero de casos en los dos primeros. EI ANOVA del logaritmo de la
cuantificacion relativa normalizada (Log 2*4“Y) para el estadio de CCR muestra que
existen diferencias significativas entre las medias de al menos dos de los grupos
(Valor F de Fisher-Snedecor = 10,434; p < 0,0001).
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Figura 38. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Estadio CCR”.

A continuacién, se muestran los resultados del analisis mediante prueba paramétrica T
entre los grupos de estadio de CCR, que evidencia las diferencias existentes entre las

medias de los cuatro grupos dos a dos.

Tabla 29. Comparacion de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Estadio CCR”.

1,75 1,47 -0,92

0-1 (n=12) -5,24 | 0,00001 -4,59 | 0,00004 -2,36 | 0,03
[-2,43;-1,07] [-2,11;-0,82] [-1,75;-0,10]
0,28 0,82

Il (n=26) 1,10 | 0,28 2,19 | 0,04
[-0,23;0,79] [0,06;1,60]
0,545

Il (n=31) 1,50 | 0,14
[-0,19:1,28]
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El ANOVA del logaritmo de la cuantificacion relativa normalizada de FN (Log 244%Y)
para el estado MSI muestra que no existen diferencias significativas entre las medias
(Valor F de Fisher-Snedecor = 2,589; p = 0,09).
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Figura 39. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Estado MSI”.

Pero el analisis por separado entre los distintos estados MSI muestra que si que

existen diferencias significativas entre MSS y MSI-H.

Tabla 30. Comparacion de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Estado MSI”.

-0,74
MSS (n=50) 2,24 0,03
[-1,40;-0,08]
-0,40
-0,91 0,37
[-1,33;0,51]
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El ANOVA del logaritmo de la cuantificacion relativa normalizada de FN (Log 2!

-AACt))

para el

estado CIMP muestra que no existen diferencias significativas entre las medias (F de Fisher-

Snedecor = 2,939; p = 0,06), pero roza la significacion.
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Figura 40. Diagrama de cajas: Cuantificacién relativa normalizada de FN segun “Estado CIMP”.

En el analisis por separado entre los distintos subgrupos CIMP muestra que si que

existe diferencias significativas o casi significativas, entre el CIMP-H en comparacion

con el CIMP-L y con la ausencia de CIMP, respectivamente. En cambio no existen

diferencias entre los niveles de CIMP-L y ausencia de CIMP.

Tabla 31. Comparacién de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “Estado CIMP”.

Diferencia medias 1C95% T P
CIMP Ausente vs. BAJO 0,13 [-0,52; 0,79] 0,41 0,67
CIMP Ausente vs ALTO -0,62 [-1,25; 0,006] -2,01 0,052
BAJO vs. ALTO -0,75 [-1,42; -0,88] -2,28 0,027
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El analisis estadistico del logaritmo de la cuantificacion relativa normalizada de FN
(Log 222Y) en funcién del estado de los genes KRAS y BRAF también muestra
diferencias significativas. Sin embargo, no existen diferencias entre la cuantificacion

relativa con relacion al gen PIK3CA.
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Figura 41. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “KRAS”.
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Figura 42. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “BRAF".
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Resultados
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Figura 43. Diagrama de cajas: Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “PIK3CA”.

Tabla 32. Comparacioén de la Cuantificacion relativa normalizada de FN segun “KRAS, BRAF y
PIK3CA”.

Log 24 vs KRAS 0,54 [0,02; 1,086] 2,07 0,042
Log 24 vs BRAF -1,09 [-1,73; -0,46] -3,43 0,001
Log 244%ys PIK3CA 0,54 [-0,28; 1,37] 1,32 0,19

El analisis multivariante realizado por regresion lineal permite obtener las variables que
se asocian de forma independiente con la cuantificacion relativa normalizada de FN
(Tabla 33).

Tabla 33. Analisis multivariante de la cuantificacion relativa normalizada de FN.

Estado MSI (MSI-H) 1,32 0,13-2,50 0,03
Estadio CCR (lI-lI-1V) 1,30 0,64 —1,96 0,0002
Tipo de CCR (SAC/hmMSI) 0,65 0,12-1,18 0,04
Edad -0,01 -0,04 - 0,02 0,49
Localizacion (Distal) 0,05 -0,45-0,54 0,85
Sexo (Hombre) 0,02 -0,47 - 0,52 0,92
Estado CIMP (CIMP-H) 0,13 -0,67 - 0,92 0,75
BRAF (mutado) 0,22 -0,77 — 1,21 0.65
KRAS (mutado) -0,30 -0,84 — 0,24 0.27
PIK3CA (mutado) 0,67 -0,12 - 1,46 0.09
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Resultados

5. CAPITULO 4: Cuantificacion relativa de Fusobacterium nucleatum en el
diagnéstico del CCR.

Mediante el analisis ROC podemos mediar la capacidad diagnéstica global de la
cuantificacion relativa de FN para el CCR, asi como seleccionar el punto de corte mas
optimo.

Curva COR

1,0

0,51

0,61

0,49

Susceptibilidad

0,29

0,0 T T T
0o 02 04 0g 0B 10

1 - Especificidad

Figura 44. Curva ROC para Cuantificacion relativa de FN segun tipo muestra (T vs NT).

Tabla 34. AUC Curva ROC para cuantificacion relativa de FN segun tipo muestra (T vs NT).

0,678 0,594 0,763

El punto de corte 6ptimo es aquel que maximiza el “indice de Youden”, que en nuestro
caso es cuando se dan diferencias < 10,2 ciclos entre los valores de Ct de las
reacciones qPCR para F. nucleatum y carga bacteriana total en las muestras de tejido
de colon. De esta forma la sensibilidad es del 47% y la especificidad del 91%, con una
eficiencia diagnostica para CCR del 69%, o lo que es lo mismo, esa diferencia de <

10,2 ciclos clasifica de forma correcta al 69% de los sujetos de nuestro estudio.

Como requisitos se establece que el valor de Ct para la qPCR de F. nucleatum sea

inferior a 40 ciclos y que el Ct de la carga bacteriana total sea 25 * 3 ciclos.
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*Anadlisis predictivo para el diagnéstico de CCR a partir de las variables:

cuantificacion relativa F. nucleatum, sexo y edad.

Para llevar a cabo la potencial utilidad de la cuantificacion relativa de F. nucleatum en
el cribado del CCR, se realiza el analisis predictivo mediante regresion logistica en el
que podemos observar que ni la edad ni el sexo del paciente influyen de forma
significativa en la prediccion de la presencia o ausencia de CCR, que si se consigue

con la cuantificacion relativa de FN.

Tabla 35. Analisis multivariante para prediccion de CCR.

Variables predictoras Odds Ratio 1C95% P
Cuantificacion relativa F.nucleatum 2,23 1,51 - 3,30 0,0001
Edad 0,98 0,95 -1,02 0,32
Sexo 0,93 0,47 — 1,83 0,83

*Analisis predictivo para el tipo de CCR a partir de las variables: cuantificacion

relativa F. nucleatum, sexo y edad.

En cuanto al analisis predictivo por regresion logistica para la potencial utilidad de la
cuantificacioén de FN en la diferenciacion del tipo de CCR (CC, SAC/hmMSI) se obtiene
que nuevamente ni la edad ni el sexo del paciente influyen de forma significativa en la
prediccion del tipo de CCR, mientras si lo sigue haciendo la cuantificacion relativa de
FN.

Tabla 36. Analisis multivariante para prediccion del tipo de CCR.

Variables predictoras Odds Ratio 1C95% Jo)
Cuantificacion relativa F. nucleatum 2,00 1,22 - 3,28 0,006
Edad 0,98 0,94 — 1,03 0,48
Sexo 1,13 0,42 — 3,00 0,81

*Analisis multivariante para tipo de CCR

En el analisis multivariante realizado mediante regresion logistica permite obtener que
variables diferencian mejor entre CC y SAC/hmMSI, confirmando en nuestra cohorte
de pacientes que tanto la cuantificacion relativa de FN como el estado MSI-L/MSI-H

son variables predictoras independientes de SAC/hmMSI.
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Tabla 37. Andlisis multivariante para tipo de CCR (CC vs SAC/hmMSI).

Variables Odds Ratio 1C95% P
Cuantificacion relativa F. nucleatum 2,29 1,23-4,23 0,009
Estado MSI-L/H (vs MSS) 22,78 3,82 -135,74 0,001
Sexo (Hombre) 3,27 0,82 - 13,07 0,09
Edad 0,96 0,89 — 1,04 0,34
Estado CIMP (CIMP-H) 2,41 0,46 — 12,46 0,29
Localizacion (Distal) 0,62 0,17 — 2,26 0,47
Estadio tumoral (I-1l vs 1lI-VI) 0,33 0,05 -2,28 0,26

En cambio, el analisis multivariante realizado mediante regresion logistica entre SAC y
hmMSI, unicamente el estado MSI (OR: 27,00; IC95 [3,67 — 198,70]; p = 0,001) es
variable predictora independiente del CCR tipo hmMSI.
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VI. DISCUSION






La etiologia del CCR es compleja y multifactorial e incluye alteraciones genéticas y
epigenéticas (334). También podrian intervenir factores extrinsecos como la disbiosis
intestinal, pero existe una variabilidad interindividual, debido a multiples factores
geneéticos y ambientales, por ello resulta de especial interés investigar sobre la posible
existencia de un denominador microbiano comun, y aunque aun no se ha demostrado
el papel directo de los microorganismos en el desarrollo del CCR, recientes estudios
muestran como alteraciones de la composicidon microbiana estan ligadas a la
presencia de procesos carcinogénicos y cdmo ciertas bacterias intestinales estan
implicadas en la patogénesis del CCR. El interés por el estudio de la microbiota
intestinal se ha visto reforzado en los ultimos afios con la aparicién de diversas
técnicas moleculares, entre las que destaca la NGS, que facilitan la caracterizacion y
el seguimiento de una enorme variedad de grupos microbianos, incluyendo aquellos
microorganismos no cultivables. Estas técnicas han permitido ampliar conocimientos
sobre la dinamica del microbioma en el ser humano en distintos escenarios y han
relacionado determinados perfiles microbianos a diversas enfermedades de gran

importancia e impacto en la actualidad, entre ellas el CCR (277,335).

Los estudios de Kostic et al.(275) y Castellarin et al. (274) fueron los primeros que
evidenciaron la sobreabundancia de Fusobacterium spp. en el tejido tumoral en
comparacion con el tejido adyacente sano en el CCR, y mas concretamente
secuencias correspondientes a F. nucleatum. Existe un importante numero de estudios
publicados en la ultima década, utilizando variedad de enfoques moleculares
(secuenciacion gen 16S ARNr, secuenciacion de ADN (DNA-seq), secuenciacién de
ARN (ARN-seq), qPCR o FISH), que concluyen indicando la posibilidad de que F.
nucleatum pueda formar parte del proceso de carcinogénesis en el CCR, y por tanto

de poder constituir un nuevo biomarcador en el diagndstico.

*Estudio del microbioma.

En el analisis de la diversidad del microbioma no se observan diferencias significativas
entre muestras T y NT aunque existe una disminucién en la diversidad microbiana en
muestras T (Figura 27), que en algun estudio si ha llegado a ser significativa (336—
338). La interpretacion de este hecho es que en la mucosa tumoral existe una
colonizacién por aquellas bacterias para las cuales las condiciones del entorno se
vuelven mas favorables a expensas de otras especies bacterianas que no se adaptan,
mostrando asi una reduccion en la diversidad y riqueza bacteriana en los casos de
CCR en comparacion con pacientes sanos (338). En cuanto al analisis de las

muestras T y NT en funcién de la localizacién proximal o distal si se observa una
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reduccion significativa en la diversidad de la composicién microbiana para las muestra
T de localizacién distal en comparacion al resto de muestras incluidas en el estudio,
independientemente del tipo CCR (Figura 28, Tabla 15). En referencia a la diversidad
microbiana segun el tipo de CCR, tampoco se han obtenido diferencias significativas

en nuestro estudio (Figura 29).

A pesar de que no se ha identificado un perfil de composiciéon microbiana especifico en
el CCR, y que esta composicién varia durante la progresion del CCR, existen algunas
especies bacterianas que se repiten en los distintos estudios publicados con
diferencias en cuanto a su abundancia entre muestras T y NT, e incluso con

diferencias en los distintos estadios dentro del proceso evolutivo del CCR.

En el analisis realizado sobre los datos del microbioma, el PCA no ha ofrecido ninguna
combinacion de PC con diferencias entre las muestras T y NT (Figura 30), lo que nos
hace pensar que existe una composicion similar entre ellas. Algun estudio como el
realizado por Saito et al. también realizan este tipo de analisis donde si encuentran
una combinacion de PC que consigue diferenciar entre muestras de pacientes sanos y
pacientes con CCR (339). El analisis diferencial realizado sobre el microbioma
observamos diferencias en la abundancia relativa de géneros bacterianos entre
muestras T y NT (Tabla 16). En primer lugar destaca la sobreabundancia del género
Bacteroides en las muestras T, seguido de los géneros Streptococcus, Eubacterium 'y
Fusobacterium. De otra parte, el género Escherichia presenta una mayor diferencia
significativa en su abundancia a favor de muestras N, seguido de los géneros
Lachnoclostridium, Instentinibacter y Akkermansia. De otra parte cuando aplicamos el
método LDA, es el género Bacteroides el que también presenta el mayor coeficiente
de funcion discriminante a favor de muestras T, pero también los géneros
Eubacterium, Acinetobacter y Fusobacterium presentan poder discriminatorio a favor
de éstas. Mientras que son los géneros Lachnoclostridium, Haempophilus,
Paraprevotella y Pseudomonas los géneros con coeficientes de funcién discriminante

en favor de muestras NT (Tabla 17).

El género Bacteroides se trata de un género que ha demostrado contribuir a la
carcinogénesis colorrectal, y concretamente las cepas ETBF, como consecuencia de
la produccién de una genotoxina (fragilisina), que ademas de la accién genotodxica
sobre las células epiteliales del colon produce una respuesta inflamatoria y estimula la

escision de la proteina supresora de tumores E-cadherina en las células epiteliales
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intestinales causando la proliferacion celular y la permeabilizacion de la barrera
intestinal (340).

El género Streptococcus es un género con actividad inflamatoria considerado
procarcinégeno, considerado tipo passenger y que se ha relacionado con adenomas y
CCR. En concreto, la especie Streptococcus gallolyticus provoca una infeccion
asociada a CCR ampliamente descrita. Esta bacteria coloniza pobremente el tejido
colénico sano pero cuando se altera la estructura de la pared colénica como es el caso
de un adenoma o CCR accede a las fibras de colageno expuestas en la membrana

basal por las que tiene gran afinidad (341).

Del género Fusobacterium hay que destacar que se trata del género que con mas
evidencia se ha asociado a CCR, lo que sugiere que debe existir un mecanismo
comun de alteracion en la microbiota intestinal relacionado con el CCR. Tal como se
ha descrito a nivel de la cavidad oral, la colonizacién por Fusobacterium spp. precisa
de la presencia de otras bacterias como son las especies del género Streptococcus
(342), hallazgo que podria tener su réplica en lo que sucede en las células epiteliales
del colon, donde también en nuestro estudio se evidencia un aumento significativo de
la abundancia de ambos géneros en muestras T en comparacion con NT. Existen
varios estudios realizados sobre cohortes de pacientes con CCR de diferentes areas
geograficas, utilizando distintas técnicas moleculares NGS, en los que se evidencia
una sobreexpresion del género Fusobacterium en muestras T en comparacién con
muestras NT y que lo clasifican como un género tipo passenger segun el modelo de
Tjasma et al. (275,336,339,343,344). En el publicado por Mira-Pascual et al. (343)
realizado sobre una cohorte espafiola se evidenciaba tanto el aumento en la
abundancia del género Fusobacterium como del género Bacteroides en las muestras
de tejido tumoral, tal como hemos encontrado en nuestro estudio. Ademas también los
resultados del estudio de Kostic et al. (275) o de Ai et al.(336) en cohortes europeas
ponen de manifiesto un incremento de especies del género Fusobacterium en
muestras de tejido tumoral. En los estudios realizados por Saito et al. sobre cohorte
japonesa (339) o Carvalho et al. sobre cohorte sudamericana (344), también
concluyen una sobreabundancia significativa del género Fusobacterium en muestras

de tejido tumoral sobre muestras de tejido normal.

El género Eubacterium, junto con otros géneros también productores de butirato a
partir de la fibra ingerida con la dieta, se han encontrado en mayor abundancia de
forma significativa en muestras de adenomas avanzados en comparacioén con mucosa

sana (345), lo que sugiere un papel protector de este género consecuencia de la
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actividad antiinflamatoria del butirato. Se puede especular que esta accién tiene como
finalidad el preservar su nicho intestinal e involuntariamente prevendria la rapida
progresion tumoral. La evidencia en cuanto al género Acinetobacter es muy escasa y
puntualmente algun estudio establece una sobreabundancia en adenomas vy

carcinoma rectal (346,347)

Los miembros pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, donde se incluye el
género Escherichia, tienen la capacidad de provocar un estado de inflamacion basal
de bajo grado debido a la produccion continua de LPS de su membrana externa (248),
lo que corresponde a un género tipo driver segun el modelo de Tjasma et al. Ademas,
la especie mas representativa dentro del género Escherichia, E. coli, posee la
capacidad de producir genotoxinas (colibactina) que dafan al ADN celular, y regular a
la baja las proteinas reparadoras del ADN promoviendo asi la carcinogénesis (340). La
mayor abundancia del género Escherichia en las muestras NT en nuestro estudio
podria interpretarse por el hecho de que realmente se trata de tejido procedente de
pacientes con CCR, por lo que es muy posible que exista ya un proceso
proinflamatorio y por lo tanto un estado de disbiosis, pudiendo presentar asi

colonizacién por géneros tipo driver considerados procarcindégenos.

El género Pseudomonas se ha mostrado mas abundante en las muestras de tejido
sano respecto tanto a polipos colorrectales como a muestras de tejido tumoral (348), y
aunque no se considera procarcindgeno, podria tener papel como género tipo driver
incluso previamente a la formacién de pdlipos. En el estudio de Gao et al. (348), en el
que se comparaban los datos de microbioma obtenidos mediante secuenciacion del
gen 16S ARNr a partir de muestras de tejido tumoral y mucosa sana adyacente en
CCR las abundancias tanto del género Escherichia como Pseudomonas estaban
reducidas en el tejido tumoral respecto al tejido sano adyacente. Ademas, Carvalho et
al. también demuestra resultados homologos a los nuestros en cuanto a la mayor
presencia de géneros Pseudomonas y Paraprevotella en muestras de tejido normal,
aunque existe discrepancia en relacién al género Bacteroides, ya que también estaba
sobreexpresado en muestras de tejido normal mientras que en nuestro estudio es al
contrario (344).

El género Haemophilus se trata de un patégeno oportunista que presenta actividad
inflamatoria y procarcinégena, y que se puede considerar un género tipo driver. Existe
escasa evidencia de una mayor abundancia del género Haemophilus en adenomas

avanzados respecto a pacientes sanos (349). Un estudio reciente realizado en
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poblacion china ha demostrado la utilidad del marcador bacteriano fecal m3
perteneciente al género Lachnoclostridium en la deteccién de adenomas colorrectales,
aunque su capacidad diagnostica para CCR no ha resultado ser tan buena como la

deteccion de F. nucleatum (350).

*Estudio del género Fusobacterium-metiloma.

En el estudio de Kostic et al. (288), al correlacionar la abundancia relativa de
Fusobacterium spp. con la expresion del genoma del huésped en el CCR, identificaron
un perfil de expresion genética relacionado con la respuesta inflamatoria e inmunitaria
asociado a este género bacteriano. Concretamente se correlacionaba con genes
marcadores de células inmunitarias asociadas con macrofagos asociados al tumor
(CD209, CD206/MRC1, IL-6, IL-8 y CXCL10), células mieloides supresoras (CD33, IL-
6) y células dendriticas (CD11¢c/ITGAX, CD209, TNF, CD80).

En nuestro estudio hemos combinado los datos de la correlacion existente entre la
abundancia relativa del género Fusobacterium y el nivel de metilacién genética con los
datos obtenidos del analisis de metilacion diferencial, en concreto con aquellos genes
que presentan un nivel de metilacion significativamente superior en muestras T en
comparacion con muestras NT (Tablas 19 y 20). Posteriormente se ha realizado el
estudio de validacion mediante pirosecuenciacién para 2 genes con correlaciéon
negativa (CILP2 y PTPLAD2) y 5 genes con correlacion positiva (EGFR, PLCH1,
COBL, mirLET7D y SFRPS5), confirmandose que los genes EGFR, PLCH1, mirLET7D
y COBL presentan un estado de hipermetilaciéon a favor de las muestras T en

correlacion con la abundancia del género Fusobacterium (Tabla 21).

El producto de transcripcion del gen EGFR es una proteina transmembrana que actua
como receptor de factor de crecimiento epidérmico en la superficie celular. Tras su
activacion por ligando se produce la formacién de un homodimero que estimula la
actividad intrinseca de la proteina intracelular tirosina quinasa, produciendo asi una
activacion en cascada de transduccién de senales intracelulares (via MAPK, AKT,
JNK), relacionada con la sintesis de ADN vy la proliferacion celular. Se considera un
protooncogén, de modo que algunas mutaciones pueden producir una sobreexpresion
de la proteina EGFR, provocando asi una divisién celular descontrolada, hecho que se
asocia con distintos tipos de cancer epitelial, entre los que se encuentra el CCR. En
nuestro estudio existe una mayor metilacién en las muestras T a nivel de las islas CpG

estudiadas, localizadas tanto en la zona promotora como en el cuerpo del gen EGFR.
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El producto del gen PLCH1 es una isoenzima que se relaciona con procesos de
transduccion de sefales. Concretamente esta relacionada con la via de la fosfolipasa
C, produciendo moléculas de segundo mensajero a partir del PIP2 (fosfatidilinositol
bifosfato) tales como el DAG (diacilglicerol) e IP3 (inositol 1,4,5 trifosfato). Estas
moléculas modulan la actividad de enzimas implicadas en la cascada de sefalizacion
celular calcio dependientes. Sus productos terminan alterando respuestas celulares
relacionadas con la proliferacion, diferenciacion celular, apoptosis y remodelaje de
citoesqueleto entre otras. En este caso, las islas CpG estudiadas se encuentran
principalmente en el promotor del gen, por lo que la metilacibn produce el

silenciamiento del gen en el CCR.

El producto del gen mirLET7D es un microARN (miARN), un ARN no codificante
pequefio (20 a 24 nucleédtidos) que participa en la regulacion postranscripcional en
organismos multicelulares. EI miARN maduro forma parte del RISC (complejo de
silenciamiento inducido por ARN), que reconoce los ARN mensajeros diana a través
del apareamiento entre bases nitrogenadas y produce la inhibiciéon de la traduccién o
la desestabilizacion del ARN mensajero en cuestion. En este caso se produce la
inhibicion de let-7, que se trata de un regulador directo de la expresién de genes RAS
en las células humanas. Los genes KRAS, NRAS y HRAS en humanos presentan
secuencias de union para let-7 en sus regiones 3'UTR. La metilacion de las islas CpG
localizadas en el promotor de este gen produce el silenciamiento de la expresién del
miARN, por lo que no se bloquea la traduccion de los ARN mensajeros de let-7, y de

esta forma se produce una regulacion al alza de la expresion de estos genes.

El gen COBL codifica para una proteina reguladora de actina a la que se le atribuye
un papel critico en el crecimiento y ensamblaje de las microvellosidades del borde en
cepillo de las células del epitelio del colon, las cuales tienen un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal. Esta proteina es responsable de la
polimerizacion de filamentos de actina, estabilizando dimeros de actina-GTP
longitudinal mediante dos dominios WH2 consecutivos, y formando asi los nucleos de
actina en la constitucién del citoesqueleto celular. El gen esta regulado por la
sefalizacion de calcio/calmodulina y la metilacién de la arginina provocada por la
arginina metiltransferasa-2 (PRMT2). La metilacion al alza de las islas CpG del
promotor del gen COBL se traduciria en una alteracién estructural en las células

epiteliales del colon.
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Seria interesante en este punto disefar nuevos estudios para entender como podria
afectar esta hipermetilacion a nivel de islas CpG sobre la expresion de estos genes y
esclarecer si puede tener implicacion en el proceso de carcinogénesis o progresion del
CCR.

Existe mas que suficiente evidencia bibliografica acerca de la presencia de niveles
superiores de F. nucleatum en muestras de tejido tumoral en comparacion con
muestras de tejido sano en CCR (274,287,328,351,352), en base a datos cuantitativos
obtenidos por distintas técnicas de biologia molecular. En este estudio hemos
estudiado la correlacion entre la cuantificacion relativa de F. nucleatum y el porcentaje
de metilaciéon de los genes que presentan correlacion con el género Fusobacterium.
Ademas se ha incluido en este analisis al gen ZNF788, uno de los genes obtenidos
con mayor poder discriminatorio entre muestras T y NT en uno de los estudios
realizados previamente. El resultado obtenido en este analisis de correlacion entre el
porcentaje de metilacién de islas CpG en estos genes respecto a la cuantificacion
relativa de F. nucleatum no ha demostrado correlacion alguna excepto para el gen
ZNF788, que si hemos obtenido una correlacién positiva significativa (Tabla 22, Figura
31). El gen ZNF788 pertenece a la familia de los dedos de zinc y es realmente un
pseudogen, es decir, estructuralmente es un gen pero sin la capacidad de codificar
para una proteina, debido a mutaciones acumuladas a lo largo de la evolucién, por lo

que es inactivo.

A raiz de este hallazgo hemos realizado un analisis multivariante para la prediccion del
porcentaje de metilacion del gen ZNF788 teniendo en cuenta, ademas de la
cuantificacion relativa de F. nucleatum, el resto de variables recogidas en el estudio
tanto demograficas (edad, sexo) como propias del tumor (localizacion, estadio tumoral,
estado MSI, estado CIMP) para identificar posibles variables de confusién. El resultado
obtenido se traduce en que las variable predictoras que mejor se correlacionan con el
porcentaje de metilacién de las islas CpG del gen ZNF788 es el estado CIMP en

primer lugar seguido de la cuantificacion relativa de F. nucleatum (Tabla 23).

*Analisis diferencial de la cuantificacion relativa de F. nucleatum en el CCR.

F. nucleatum utiliza el factor de virulencia FadA para adherirse a las células e
invadirlas, activando asi la via de sefalizacion de la B-catenina y promoviendo el CCR.
De la evidencia de la que disponemos hasta la fecha se deduce que existe una

importante presencia de F. nucleatum en el tejido tumoral del CCR en comparacion
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con el tejido sano adyacente, con un aumento gradual en la abundancia desde el tejido
sano hacia adenoma y hasta CCR, mostrando una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de F. nucleatum y el CCR (274,287,351). Esta mayor
presencia y mayores niveles de F. nucleatum en muestras de tejido tumoral también
se demuestran en los datos que hemos obtenido (Figura 32). En nuestro estudio nos
hemos centrado en el analisis de la cuantificacion relativa de F. nucleatum dentro de
las muestras del tejido tumoral, con especial interés en cuanto las posibles diferencias
entre los distintos tipos de CCR e incluso en funcién de los distintos marcadores

tumorales incluidos en el estudio.

La posible influencia del sexo en los resultados no se ha tenido en cuenta en algunos
de los estudios realizados, y al tratarse de un factor de riesgo directamente
relacionado con el estilo de vida de hombres y mujeres podria conducir a que los
estudios estén en cierto modo sesgados. En nuestro estudio si se ha recogido el sexo
de los casos incluidos pero no se han observado diferencias en cuanto a la

cuantificacion relativa de F. nucleatum en funcién del mismo (Figura 33, Tabla 24).

En cuanto a la localizacién anatomica intestinal del tumor (proximal o distal) y la
cantidad de F. nucleatum, el estudio realizado a partir de dos cohortes americanas por
Mima et al. (353) demuestra que la proporcién de CCR enriquecido en F. nucleatum
aumenta de forma lineal a lo largo del colon desde el extremo distal hacia el proximal,
esta diferencia en favor de la localizacién proximal del CCR también se ha
documentado en cohortes asiaticas (354—-356). En nuestro estudio observamos una
mayor cuantificacion relativa de F. nucleatum a favor de la localizacion proximal

aunqgue no ha llegado a alcanzar la significacion estadistica (Figura 34, Tabla 25).

Desde 2010, la OMS establece una clasificacion racional desde el punto de vista
histopatolégico a raiz de los estudios realizados por Makinen et al. (125), en la que
ademas de CC, se acepta SAC como entidad de CCR, la cual presenta factores
histolégicos adversos que condicionan un peor prondstico en comparacion con el CC
(130,131). Ademas se han propuesto dos posibles subtipos de CCR como resultado
de la progresion de la via serrada con diferencias tanto en el desarrollo de la respuesta
inmune como de resultados clinicos obtenidos. En primer lugar SAC, con la tipica
morfologia serrada, y en segundo lugar el hmMSI-H, con caracteristicas histolégicas y
moleculares MSI (357,358). Nuestro estudio establece que existe una diferencia
significativa en la cantidad de F. nucleatum favorable a SAC en comparacion con CC,
tal como se ha concluido en varios estudios realizados en los que se ha encontrado

asociacion entre F. nucleatum y SAC (328,340), y aunque el nivel de F. nucleatum es
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superior en el subtipo hmMSI-H frente al SAC, no lo es de forma significativa (Figura
35, Tabla 26). Ademas, cuando comparamos la cuantificacion relativa de F. nucleatum
considerando también la localizacion (proximal vs distal) ademas del tipo de CCR, se
puede observar como las diferencias significativas entre el CC y SAC/hmMSI tienen

lugar a nivel proximal (Figura 36, Tabla 27).

En nuestro estudio se observa que los niveles de F. nucleatum en los tumores
primarios mas grandes e invasivos (T3/T4) son mas elevados en comparacion con los
tumores mas superficiales o menos invasivos (Tis/T1/T2) (Figura 37, Tabla 28), existen
diversos articulos publicados que muestran una mayor proporcién de muestras de
tejido tumoral con alto nivel de F. nucleatum en tumores T3/T4 respecto a tumores
T1/T2 (344,352,354). Cuando analizamos la cuantificacion de F. nucleatum haciendo
uso del estadio de CCR, donde ademas del tamafio e invasion a nivel de capas del
colon se tiene en cuenta la diseminacion a ganglios y metastasis, también se observa
una diferencia significativa en la cantidad de F. nucleatum a favor de estadios mas
avanzados (Il, Ill y IV) en comparacion con los estadios que sélo llegan a invadir la
capa muscular del colon (0, 1) (Figura 38, Tabla 29). Esta tendencia también se

observa en el articulo de Ito et al. pero sin alcanzar la significacion estadistica (359).

El proceso de carcinogénesis para el desarrollo del CCR esta condicionado por tres
vias moleculares principales: CIN, MSI o CIMP. Existe un consenso internacional para
clasificar en distintos subtipos moleculares segun la presencia o ausencia de estas
caracteristicas moleculares que condicionan el tipo de via carcinogénica. Por un lado
la via clasica (secuencia adenoma-carcinoma), impulsada por CIN o MSI y comprende
los adenomas convencionales, y por otro lado la via serrada, impulsada de inicio por

CIMP y secundariamente por MSI.

En el estudio de Mima et al. (352) realizado a partir de datos de dos cohortes de
pacientes americanos se realiza en primer lugar un analisis univariante en el que se
obtiene una asociacién significativa entre un mayor nivel de F. nucleatum y estado
MSI-H, CIMP-H y BRAF mutado, pero cuando se realiza el analisis multivariante para
evaluar esta asociacion respecto al estado MSI, CIMP, BRAF, KRAS y PIK3CA
unicamente se obtiene asociacion con el estado MSI-H. Otro estudio realizado sobre
una cohorte de pacientes japoneses analizaba la presencia o ausencia de F.
nucleatum realizada mediante qPCR y los resultados revelaron una asociacion
significativa de la presencia de F. nucleatum con el estado MSI-H y el estado BRAF
mutado (284). Nuestros datos abogan por una diferencia significativa en la cantidad de

F. nucleatum entre las muestras de tejido tumoral a favor del estado MSI-H en
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comparacion con estado MSS, mientras que las diferencias no alcanzan la
significacion entre estado MSS/MSI-L o MSI-L/MSI-H (Figura 39, Tabla 30).

Tahara et al. (287) realizaron un estudio en pacientes de EEUU y Japdn en el cual, a
partir de muestras de tejido tumoral, tejido adyacente normal y muestras de tejido
sano, se analizaba la asociacién entre el nivel de Fusobacterium, independientemente
de que se tratara de F. nucleatum o de Fusobacterium spp., frente las caracteristicas
moleculares (MSI, CIMP, BRAF y KRAS). Este estudio concluye que existe una mayor
prevalencia de muestras de tejido tumoral con alto contenido en Fusobacterium con la
caracteristica de estado CIMP-H o CIMP-L, pero no todas las muestras de tejido
tumoral con estado CIMP-L o CIMP-H presentaban niveles altos de Fusobacterium. De
hecho no se obtuvieron diferencias significativas cuando se analizé Unicamente la
presencia o ausencia de Fusobacterium spp. o F. nucleatum en funcién del estado
CIMP en las muestras de tejido tumoral. En nuestro estudio se evidencia que existen
diferencias significativas en los niveles de F. nucleatum, presentando cargas mayores
las muestras de tejido tumoral con caracteristicas de estado CIMP-H (Figura 40, Tabla
31) y BRAF mutado (Figura 42, Tabla 32).

Otros estudios realizados sobre cohortes japonesas en el que también se analiza el
nivel de F. nucleatum en muestras de tejido tumoral obtienen un nivel de F. nucleatum
mayor con diferencia significativa a favor del estado MSI-H y CIMP-H (355,359). En el
estudio realizado por Ono et al. también se analizaron las mutaciones de los genes
BRAF y KRAS, con diferencias significativas para un nivel alto de F. nucleatum a favor
del estado BRAF mutado mientras que no se demostrd diferencia en cuanto al estado
de KRAS (355). Estos resultados también coinciden con los presentados en este
estudio para los estado MSI-H, CIMP-H y BRAF mutado.

El analisis multivariante realizado para la cuantificacion relativa de F. nucleatum
teniendo en cuenta todas las variables recogidas en el estudio tanto demograficas
(edad, sexo) como propias del tumor (localizacion, estadio, estado MSI, estado CIMP,
mutaciones oncogenes) para identificar posibles variables de confusion, ha mostrado
que unicamente el tipo de CCR, el estadio del CCR y el estado MSI son variables
independientes (Tabla 33). De este modo, los mayores niveles de F. nucleatum se
asocian con el CCR tipo SAC/hmMSI, estadios tumorales avanzados (Il, Il y V) y
estado MSI-H.
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*Cuantificacion relativa de Fusobacterium nucleatum en el diagnostico del CCR.

Los numerosos estudios publicados hasta la actualidad coinciden mayoritariamente en
la presencia de mayores niveles de abundancia de F. nucleatum en tejido tumoral
frente a tejido normal adyacente. La realizacion de este tipo de estudios donde se
comparan muestras de tejido tumoral frente a mucosa de tejido normal es una
limitacion remarcada en todos estos estudios y que se debe tener en cuenta a la hora

de interpretar los resultados obtenidos.

Del resultado del analisis mediante curva ROC de la cuantificacion relativa de F.
nucleatum como biomarcador para discriminar entre muestras T y NT (Figura 44) se
concluye que dicha variable presenta una eficiencia diagnodstica para CCR del 69%
(sensibilidad 47% vy especificidad 91%), o lo que es lo mismo, el punto de corte
establecido permite clasificar de forma correcta al 69% de los sujetos. Probablemente,
si se hubieran incluido muestras de tejido normal obtenidas de pacientes sanos, la

sensibilidad obtenida habria sido mayor.

En el reciente metaanalisis publicado por Villar-Ortega et al. (360) en el que se
incluyen aquellos trabajos de investigacion que intentan establecer una posible
asociacion entre F. nucleatum y CCR, se concluye que existe una asociacion
significativa entre F. nucleatum y CCR cuando se compara tejido tumoral con tejido
sano adyacente. El modelo predictivo realizado mediante analisis multivariante
demuestra no solo la asociacion de la cuantificacion relativa de F. nucleatum con la
presencia de CCR (Tabla 35) sino también con los tipos SAC/hmMSI (Tabla 36).
Ademas, el modelo predictivo realizado mediante analisis multivariante para ver
posibles asociaciones entre las distintas variables recogidas en el estudio y el tipo de
CCR ha mostrado una asociacion significativa de SAC/hmMSI con la cuantificacion
relativa de F. nucleatum y el estado MSI-L/MSI-H de forma independiente, por lo que
el riesgo de SAC/hmMSI vs CCR tipo CC aumenta de forma independiente a medida
que lo hace la cuantificacién relativa de F. nucleatum (Tabla 37). En cambio hemos
observado que la unica variable predictora para diferenciar entre CCR tipo SAC y hm-
MSI ha resultado ser el estado MSI-H.

Actualmente la principal prueba para el cribado de CCR es la deteccién de SOH en
heces, una prueba no invasiva que posee una buena sensibilidad y una especificidad
cada vez mejor, incluso combinando ya la posibilidad de deteccidén de alguna mutacion
especifica del ADN de las células presentes en las heces. Aun asi, la posibilidad de

poder combinar esta prueba con la deteccion del nivel de F. nucleatum como
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biomarcador microbiano de CCR debe ser objeto de estudio, por la posibilidad de
incrementar la especificidad del diagnéstico del CCR mediante pruebas no invasivas.
Estudios publicados hasta la fecha sefialan una sobreabundancia de F. nucleatum en
las heces de pacientes con CCR en comparacion con controles sanos, por lo que se
sefiala como marcador util para detectar el CCR, mostrando una sensibilidad y
especificidad del 80,2% y 80,7%, respectivamente, que aumentan al 92-93% cuando

se combina con la deteccion de SOH (360).

Seria de interés realizar el estudio de asociaciéon entre la cuantificacion relativa de F.
nucleatum y CCR de forma simultanea en muestras de tejido y muestras de heces,
con la finalidad de ver si los hallazgos son reproducibles en heces, puesto que de
confirmarse tendria un gran interés diagndstico de cribado de CCR por la facil
obtencion de estas muestras sin necesidad de llevar a cabo procedimientos invasivos.
De hecho, la idea de utilizar distintos biomarcadores bacterianos como forma no
invasiva en la prediccién de CCR se ha estudiado también de forma reciente y los
resultados obtenidos son prometedores. La combinacién de biomarcadores
bacterianos con diferencias en cuanto a su abundancia en heces, no sélo entre
pacientes con CCR y pacientes sanos, sino con diferencias también en las distintas
etapas del proceso carcinogénico junto con datos de los pacientes (edad, sexo) han

permitido distinguir con éxito entre CCR, adenomas y pacientes sanos (361) .

Limitaciones

Una de las limitaciones de nuestro estudio es que las muestras consideradas NT
proceden de pacientes con CCR y no de pacientes realmente sanos. Esto se debe
tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados obtenidos ya que es muy
probable que ya se haya iniciado un proceso proinflamatorio y existan por tanto
alteraciones en la microbiota intestinal, pudiendo encontrar una mayor abundancia en
muestras NT de bacterias tipo driver como los géneros Escherichia, Citrobacter,
Akkermansia, o detectar bacterias como F. nucleatum cuya deteccion en tejido sano
es poco habitual, o en el caso de detectarse es a niveles bajos. De hecho, existen
estudios donde se ha documentado que la carga de F. nucleatum en mucosa de tejido
normal en pacientes con CCR es superior a la presente en mucosa normal de

pacientes sanos aunque sin resultar significativas (359).

Otra limitacion es que no es posible establecer ningun tipo de relacion de causalidad,

consecuencia de que se trata de un estudio de cohortes transversal, por lo que
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Unicamente podemos hablar de asociacion para nuestros hallazgos. La realizacién de
estudio longitudinales iniciados antes de la aparicion de cualquier patologia de colon a
lo largo del tiempo es la unica metodologia de investigacion para poder establecer
relacion causal entre las alteraciones de la microbiota intestinal y el proceso de

carcinogénesis del CCR.
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VIl. CONCLUSIONES






Encontramos como biomarcadores potenciales bacterianos de CCR a los

géneros Bacteroides, Eubacterium, Acinetobacter y Fusobacterium.

Los genes PLCH1, mirLET7D, EGFR y COBL se encuentran en un estado de
hipermetilacién significativo asociado a la abundancia del género

Fusobacterium spp. en muestras de tejido tumoral.

Sélo el gen ZNF788 ha mostrado una correlacion positiva entre su porcentaje
de metilacion y la cuantificacion relativa de F. nucleatum. Sin embargo el
porcentaje de metilacion del gen ZNF788 ha presentado una mayor asociacion

con el estado CIMP.

Encontramos una asociacion significativa a favor de mayores niveles de F.
nucleatum con el CCR tipo SAC/hmMSI, estadios tumorales avanzados, estado
MSI-H, estado CIMP-H y BRAF mutado cuando se realiza el analisis de forma
univariante. Mientras que el analisis multivariante confirma una asociacién de
forma independiente con el CCR tipo SAC/hmMSI, estadios tumorales

avanzados y estado MSI-H.

Debido a la buena especificidad obtenida para la cuantificacion relativa de F.
nucleatum consideramos que dicho parametro puede mejorar el
cribado/diagndstico del CCR, incluso llegando a poder diferenciar entre CC y
SAC.
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ANEXO 1. Documento de informacién al donante (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO
ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital General Universitario Santa Lucia, igual que en la mayoria de hospitales,
ademas de la asistencia a los pacientes, se realiza investigacion biomédica. La finalidad de
esta investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades y en su
prevencion, diagnéstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion biomédica requiere
recoger datos clinicos y muestras biolégicas de pacientes y donantes sanos para
analizarlos y obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y
avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagndstico o control de las enfermedades,
una vez utilizadas con esta finalidad, resultan también utiles y necesarias para la
investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos obtenidos en los ultimos afios
en medicina son fruto de este tipo de estudios.

Solicitamos su autorizaciéon para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area Il del hospital el
material biolégico sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial,
se le han realizado o se le van a realizar en este centro, con el fin de que puedan ser
utilizadas en investigacién biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley Organica
15/1999, de Proteccion de Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos
que lea detenidamente este documento de informacién y el consentimiento informado que
se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo en participar en esta propuesta .

2Qué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucion, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacion
biomédica, es decir, aquella dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacion en
Medicina, siempre bajo la supervision de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras
se cederan generalmente sin informacién personal asociada, aunque a veces podra ser
necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacion.

La investigacion biomédica es, hoy en dia, un fendmeno global por lo que ocasionalmente
estas muestras podran ser cedidas a grupos de investigacion fuera de Espafia, siempre
que se cumplan los requisitos de la legislacion espafiola y lo aprueben los
correspondientes comités.

Muestras bioldgicas e informacidon asociada: En ningun caso se le practicaran mas
pruebas de las imprescindibles para su adecuada atencion médica.

Se guardara y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el
proceso asistencial (muestras de sangre, liquidos bioldgicos y/o tejidos), sin que este
hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras excedentes de este
proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea
necesario por motivos de salud, siempre que estén disponibles.

Las muestras y la informacién asociada a las mismas se custodiaran y/o guardaran en el
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area Il del Hospital General Universitario Santa Lucia
hasta su extincion. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de
Investigacion Cooperativa (RETIC) de Biobancos del Instituto de Salud Carlos 1l con la
referencia RD09/0076/00065, y esta en proceso de Registro con el desarrollo de la
normativa regional de Biobancos que aplica la normativa nacional.
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Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras bioldgicas e informacion
asociada en las condiciones y garantias de calidad y seguridad que exige la legislacion
anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados por los Comités de Etica.
Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos
investigadores que lo soliciten al biobanco.

Cualquier estudio de investigacion para el que se solicite la utilizacion de estos datos o
muestras debera disponer siempre de la aprobaciéon del Comité de Etica de la
Investigacion (CEIl) competente, que velara para que los investigadores desarrollen sus
estudios siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. Ademas, el comité
cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacion lo requiera, se
realizaran estudios genéticos, y a partir de ellos se puede obtener informacion acerca de
su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por la proteccion de esta
informacion (ver apartado de proteccion de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su
historial clinico, solamente en el caso de que ello sea imprescindible para la realizacion del
proyecto para el que se soliciten las muestras y previa autorizacion por parte del Comité de
Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucion sanitaria se podria poner
en contacto con usted para solicitarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le
informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su consentimiento.

Proteccion de datos y confidencialidad: Las muestras se conservaran codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo
en todo momento el deber de secreto, de acuerdo con la legislacion vigente en materia de
proteccion de datos de caracter personal.

La identificacion de las muestras biolégicas del Biobanco sera sometida a un proceso de
codificacion. A cada muestra se le asigna un cédigo de identificacidon, que sera el utilizado
por los investigadores. Unicamente el personal autorizado por el biobanco podra relacionar
su identidad con los citados cddigos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podran conocer ningun dato que revele su identidad.
Asimismo, aunque los resultados obtenidos de la investigacion realizada con sus muestras
se publiquen en revistas cientificas, su identidad no sera facilitada. En aquellos estudios en
los que no se prevean resultados potencialmente Utiles para su salud, y de acuerdo con el
correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir,
no habra ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del
fichero del Biobanco, inscrito en la Agencia de Proteccion de datos.

Responsable del fichero: Fundacion para la Formacién e Investigacion Sanitarias
de la Regién de Murcia.
Direccion Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y objecion, asi
como obtener informacion sobre el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacién para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la Regién de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Caracter altruista de la donacidn. La cesiéon de muestras biolégicas que usted realiza
al Biobanco del Hospital General Universitario Santa Lucia es gratuita.
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La donacion tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni
ahora ni en el futuro ningun beneficio econdmico por la misma, ni tendra derechos sobre
posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que puedan conseguirse como
resultado de la investigacion biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos gracias
a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al
avance médico vy, por ello, a otras personas.

Participacidon voluntaria. Su negativa NO repercutira en su asistencia médica,
presente o futura.

Su participacion es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara
que desea participar. Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier
momento posterior a la firma sin tener que explicar los motivos y esto no repercutira
negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacién del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podra
también cancelarlo libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras biolégicas serian
destruidas y los datos asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También
podria solicitar la anonimizacion de las muestras, en cuyo caso se eliminaria la relacion
entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras bioldgicas y datos
clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacidn o anonimizacién no se podrian
extender a la investigacion que ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, debera solicitarlo por escrito al Director del Biobanco,
en la direccién anteriormente indicada.

Informacién _sobre los resultados de la investigacion: se le proporcionara
informacioén si usted desea recibirla.

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle
informacion acerca de cuales son las investigaciones en que se han utilizado sus muestras
y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en el caso de cancelacion o
anonimizacion.

Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados
para la practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor clinico para
usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones proporcionen datos que pudieran
ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, le seran comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de
obtenerse informacion relevante para su familia, le correspondera a usted decidir si quiere
0 no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le comunique dicha informacion relevante debe
consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacién, tenga en cuenta que la ley establece que,
cuando la informacion obtenida sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud
de sus familiares bioldgicos, un Comité de expertos estudiara el caso y debera decidir si es
conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacion sobre cualquier duda
que pueda tener, ahora o en el futuro, en relacion con este consentimiento. Asimismo, puede comentar
sus dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la
medicina. De esta forma esta usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar
a multitud de enfermos actuales y futuros.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL
PROCESO ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION
EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante)........................... Persona del centro que informa

NHC: e
DN

Edad: Sexo: DNEL

El abajo firmante autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material
bioldgico sobrante de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del
actual proceso asistencial sean incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area Ii, y
que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacion competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente
y haber leido la informacion adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biolégico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso
asistencial sean incorporadas en el Biobanc-Mur Nodo Area Il, y que sea cedido desde el
mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion biomédica, siempre que
éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacion competente.
Esta autorizaciéon la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacién adjunta.

asil ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea
relevante y aplicable para su salud o la de su familia

asil ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...................c......

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas
adicionales

asil ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...................c...o.

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y
metodos de las investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma




CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLIiNICOS Y MATERIAL BIO,LOGICO EXCEDENTE DEL
PROCESO ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION
EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante)........................... Persona del centro que informa
NHC: e
DNELe
Edad: Sexo: DNEL
Nombre y apellidos del testigo que firma................c.oooo i, DNIL.......o

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biologico
sobrante de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del
actual proceso asistencial sean incorporadas en el Biobanc-Mur Nodo Area Il, y que sea
cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacion competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado
verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

asl ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente
sea relevante y aplicable para su salud o la de su familia

asl ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...............cceeneet...

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras
bioldgicas adicionales

asil ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...................c...o.

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al
objetivo y métodos de las investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

221




CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLIiNICOS Y MATERIAL BIO,LOGICO EXCEDENTE DEL
PROCESO ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION
EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante)........................... Persona del centro que informa

NHC: e
DNEL e

Edad: Sexo: DNE s

Nombre y apellidos del tutor legal que firma...................l. DNl

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha informado que, llegada la mayoria de edad de mi representado, este tendra
derecho a revocar o modificar este consentimiento, para lo cual debera estar debidamente
informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se considerara que el actual
documento de consentimiento informado sigue vigente.

asl ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente
sea relevante y aplicable para su salud o la de su familia

asl ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...............cceeeeet...

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informaciébn o muestras
biolégicas adicionales

asil ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...................o..tt.

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al
objetivo y métodos de las investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
En.....ool ,a...... de.....ooooeinnl. de...............
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLIiNICOS Y MATERIAL BIO,LOGICO EXCEDENTE DEL
PROCESO ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION
EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

YO, DDA, et con DNI ..o anulo
el consentimiento prestado en fehca.....de................ de 20... y no deseo proseguir la
donacién voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Area Il, que doy por finalizada a dia
de hoy.

OSOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

OSOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.

La muestra quedara anonimizada irreveresiblemente y podra ser utilizada en proyectos de
investigacion.

COSOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS PERSONALES Y MUESTRAS.

Firmado:

POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:

YO, D/DA@..c.ii i con DNI.................. como representante
legal de  D./DA@....ciiiiiiiiieeee e con DNI................ anulo el
consentimiento prestado en fehca.....de................ de 20... y no deseo proseguir la

donacion voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Area Il, que doy por finalizada a dia
de hoy.

OSOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

OSOLICITO ELIMINACION SOLO DE LOS DATOS PERSONALES.

La muestra quedara anonimizada irreveresiblemente y podra ser utilizada en proyectos de
investigacion.

COSOLICITO ELIMINACION TOTAL DE LOS DATOS PERSONALES Y MUESTRAS.

Firmado:
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Xll. RESUMEN. SUMMARY






Objetivo: Estudio del microbioma y metiloma a partir de muestras de tejido intestinal
de pacientes con CCR para establecer asociaciones entre el perfil de metilacion
genética a nivel de islas CpG y la abundancia relativa respecto al género
Fusobacterium. A su vez, se lleva a cabo el estudio de asociacion entre la
cuantificacion relativa de Fusobacterium nucletarum y las caracteristicas clinicas y
moleculares en el CCR, asi como la utilidad potencial de la medicién del nivel de F.

nucletaum en el diagnoéstico/cribado del CCR.

Material y métodos: Se incluyen un total de 154 muestras emparejadas
correspondientes a 77 pacientes con CCR, tanto de tejido tumoral (T) como de tejido
no tumoral periférico (NT), clasificadas segun tipo de CCR (CC, SAC y hmMSI),
localizacion (proximal, distal) y estadio segun criterios TNM. El estudio del microbioma
bacteriano en muestras T y NT se realiza mediante tecnologia NGS (/lluminaMiSeq
System®). El estudio del perfil de metilacion del ADN a nivel de islas CpG en muestras
T se realiza mediante el array Infinium® HumanMethylation450 BeadChip y los
resultados se validan por pirosecuenciacion. El estado MSI se determina mediante el
kit MSI Analysis System (Promega) y el estado CIMP con la técnica SALSA® MS-
MLPA® Probemix ME042-C1 CIMP (MRC-Holanda). También se determinan mediante
pirosecuenciaciéon las mutaciones de los genes: KRAS, BRAF y PIK3CA. Finalmente
se realiza la cuantificacion bacteriana global y de F. nucletaum por qPCR. Las
diferencias existentes entre muestras T y NT en cuanto a microbioma se han
estudiado mediante el método PCA (Principal Component Analysis), la prueba U de
Mann-Withey-Wilcoxon y el analisis LDA (“linear discrimination analysis”). El analisis
de correlacién de Pearson entre la abundancia relativa del género Fusobacterium vy el
nivel de metilacién de los genes estudiados se ha realizado con la funcion R statscor
utilizando RStudio IDE version 1.0.143. Para el resto de analisis estadisticos, tanto del
estudio de validacién del porcentaje de metilacion, del analisis de correlacién entre la
cuantificacion relativa de F. nucletaum y los porcentajes de metilacion, o de asociacion
con los distintos marcadores de interés, se ha utilizado el paquete estadistico SPSS

version 21.0.

Resultados: El analisis de la diversidad de géneros bacterianos realizado entre
muestras T y NT segun la localizacion determina que existen diferencias significativas
que especificamente son debidas a muestras T de localizacién distal, con una menor
diversidad, mientras que no existen diferencias de diversidad microbiana segun el tipo
de CCR. El PCA de los datos de microbioma no muestra diferencias entre los casos.
Entre los géneros bacterianos con diferencias significativas en su abundancia relativa

entre muestras T y NT se encuentran Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium y
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Acinetobacter, que se presentan como los géneros con mayor poder discriminatorio en
el modelo predictivo obtenido mediante el método LDA a favor de muestras T,
mientras que unicamente el género Lachnoclostridium se presenta como género en el
modelo predictivo a favor de muestras NT. El estudio de validacion realizado a partir
de los datos obtenidos por el analisis de correlacién para el nivel de metilacion
genético y la abundancia relativa del género Fusobacterium ha confirmado una
correlacién positiva con la metilacion de los genes PLCH1, mirLET7D, EGFR 'y COBL.
En cambio el nivel de F. nucletaum ha mostrado correlacion positiva iunicamente con el
gen ZNF788.

No se encuentran diferencias en la cuantificacion de F. nucletaum en cuanto a sexo y
localizacion. Existen diferencias significativas entre CC y SAC/hmMSI que se dan a
nivel proximal, y entre los tumores de mayor tamano (T3, T4) o estadios avanzados (ll,
lll, 1V) frente a los de menor tamano (Tis, T1, T2) o estadio (0, I). También existen
diferencias significativas entre MSS y MSI-H, entre CIMP-H y CIMP-L, y para los
estados mutados de los genes KRAS y BRAF, mientras que no se encuentran para
PIK3CA. El analisis multivariante confirma que el estado MSI, estadio CCR y el tipo de
CCR son las variables que presentan asociacion significativa de forma independiente
con la cuantificacién relativa de F. nucletaum. La cuantificacion relativa de F.
nucletaum presenta una eficiencia diagnéstica para CCR del 69%. Se establece el
punto de corte 6ptimo en una diferencia < 10 ciclos en Ct de F. nucletaum y Ct de
carga bacteriana total obtenidos por qPCR. El modelo predictivo establece que la
cuantificacion relativa de F. nucletaum es predictor independiente de CCR (OR=2,23;
IC95% [1,51-3,30]) y del tipo de CCR SAC/hm-MSI frente a CC (OR=2,00; IC95%
[1,22-3,28])).

Conclusiones: Se han encontrado potenciales biomarcadores potenciales bacterianos
para CCR (géneros Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium y Acinetobacter).
Ademas los genes PLCH1, mirLET7D, EGFR y COBL han mostrado un estado
hipermetilado asociado a la abundancia del género Fusobacterium spp. en muestras T,
mientras que solo el porcentaje de metilacion del gen ZNF788 ha mostrado correlacion
positiva con la cuantificacion relativa de F. nucletaum. El nivel de F. nucletaum se
asocia de forma significativa al tipo de CCR SAC/hmMSI, estadios avanzados, estado
MSI-H, estado CIMP-H y BRAF mutado, aunque el analisis multivariante confirma la
asociacion de forma independiente con el CCR tipo SAC/hmMSI, estadios avanzados
y estado MSI-H. Debido a la buena especificidad obtenida para la cuantificacion
relativa de F. nucletaum se propone dicho parametro como candidato a la mejora del
cribado/diagndstico del CCR mediante técnicas no invasivas, incluso llegando a poder
diferenciar entre CC y SAC/hmMSI.

244



Objective: Study of the microbiome and methylome from intestinal tissue samples from
CRC patients to establish associations between the CpG islands genetic methylation
profile and the genus Fusobacterium relative abundance. Subsequently, an association
study between Fusobacterium nucletarum relative quantification and the clinical and
molecular characteristics in CRC, as well as the potential usefulness of F. nucletaum

relative quantification in the diagnosis/screening of CRC, were carried out.

Material and methods: 154 paired samples, 77 tumor tissue (T) and 77 peripheral
non-tumor tissue (NT), corresponding to 77 patients with CRC, classified according
CRC type (CC, SAC and hmMSi), location. (proximal, distal) and stage according TNM
criteria. The microbiome study is carried out using NGS technology (/lluminaMiSeq
System®). The CpG islands DNA methylation profile is carried out using the Infinium®
HumanMethylation450 BeadChip array and the results are validated by
pyrosequencing. MSI status is determined using the MS/ Analysis System kit
(Promega) and CIMP status with the SALSA® MS-MLPA® Probemix ME042-C1 CIMP
technique (MRC-Netherlands). Gene mutations: KRAS, BRAF and PIK3CA are also
determined by pyrosequencing. Finally, gPCR were carried out to total bacterial and F.
nucletaum quantification. PCA (Principal Component Analysis) method, U Mann-
Withey-Wilcoxon test and LDA analysis (“linear discrimination analysis”) were carried
out to analize microbiome differences between T and NT samples Pearson correlation
analysis between Fusobacterium genus relative abundance and genes methylation
level was carried out with the R statscor function using RStudio IDE version 1.0.143.
Genes methylation validation study, correlation analysis between F. nucletaum relative
quantification and CpG island methylation percentages and for the different markers of

interest was carried out using the SPSS version program. 21.0.

Results: The diversity analysis of microbial populations between T and NT samples
according the location determines specifically significant differences due to T samples
of distal location, with less diversity, while there are no microbial diversity differences
according to CRC type. The microbiome data PCA shows no differences between
cases. Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium and Acinetobacter are the genera
with the highest discriminatory power in the predictive model obtained by LDA method
favorable to T samples. Only Lachnoclostridium appears as a genus in the predictive
model in favor of NT samples. The validation study for the genes methylation level and

Fusobacterium relative abundance has confirmed a positive correlation with PLCH1,
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mirLET7D, EGFR and COBL genes. The F. nucletaum relative cuantification has
shown positive correlation only with ZNF788 gene.

Were no differences for the quantification of F. nucletaum by sex or location. There are
high F. nucletaum relative quantification levels with significant differences for proximal
SAC/hmMSI CRC, larger tumors (T3, T4) and advanced stages (ll, lll, IV). There are
also F. nucletaum relative quantification significant differences between MSS and MSI-
H, CIMP-H and CIMP-L, KRAS and BRAF mutated states, while they are not found for
PIK3CA. The multivariate analysis confirms that MSI status, CRC stage and CRC type
are the variables with an significant association with F. nucletaum relative
quantification. The F. nucletaum relative quantification has showed a diagnostic
efficiency for CRC of 69%. The optimal cut-off point is established at a difference < 10
cycles between F. nucletaum and total bacterial loads obtained by qPCR. The
predictive model establishes that F. nucletaum relative quantification is an independent
predictor for CRC (OR=2.23; 95% CI [1.51-3.30]) and for SAC/hm-MSI CRC versus CC
(OR=2.00, 95%CI [1.22-3.28]).

Conclusions: Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium and Acinetobacter are
potential bacterial CRC biomarkers. PLCH1, mirLET7D, EGFR and COBL genes have
shown a hypermethylated state associated with the abundance of Fusobacterium spp.
in T samples, while only ZNF788 CpG methylation percentage has shown positive
correlation with F. nucletaum relative quantification. Higher F. nucletaum level is
significantly associated with SAC/hmMSI CRC type, advanced stage, MSI-H status,
CIMP-H status and BRAF mutation, although multivariate analysis confirms the
independent association with SAC/hmMSI CRC, advanced stages and MSI-H status.
Due to F. nucletaum relative quantification good specificity, this parameter is proposed
as an improving CRC screening/diagnosis candidate as non-invasive techniques, even
being able to differentiate between CC and SAC/hmMSiI.
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