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RESUMEN

INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias malignas mas
prevalentes a nivel mundial, y a pesar de los avances en los métodos de deteccion
y tratamientos, la mortalidad asociada al CCR contintia representando un
importante desafio para la salud publica. La tasa de supervivencia a cinco afios
varia considerablemente segun el estadio de la enfermedad, siendo del 91% en
casos localizados y descendiendo al 13% en enfermedad metastdsica.

Hasta la fecha, no se han realizado estudios que investiguen de manera
explicita la relacion entre los subtipos moleculares del cancer de colon y la
histologia, el tumor budding, el inmunoscore, la infiltracion de macréfagos y la
microbiota. La exploracion de estas variables podria contribuir significativamente
a una comprension mas profunda de esta patologia compleja, no solo en términos
pronosticos, sino también en la prediccion de la respuesta terapéutica.

OBJETIVOS

El presente estudio tiene como objetivo clasificar el cancer colorrectal en
subtipos  moleculares  especificos mediante técnicas avanzadas de
inmunohistoquimica, y correlacionarlos con caracteristicas clinico-patologicas
relevantes. Se busca analizar la relacion entre dichos subtipos, el inmunoscore y el
grado de infiltracion tumoral por macrdéfagos, asi como explorar posibles
asociaciones con la composicion de la microbiota intestinal. Esta investigacion
pretende aportar una vision integral de los factores moleculares e inmunologicos
implicados en la evoluciéon del cancer colorrectal, con el fin de mejorar la
estratificacion pronostica y orientar estrategias terapéuticas mas personalizadas.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio de cohorte retrospectivo y observacional incluyé a 255
pacientes con cancer colorrectal (CCR), seleccionados a partir de una base de
datos del servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital General Universitario
Santa Lucia, en Cartagena. La mayoria de los pacientes se encontraban en estadios
localizados, aunque también se incluyeron casos metastasicos. Las muestras
tumorales fueron obtenidas de piezas quirdrgicas mediante cilindros de



microarrays de tejidos (TMA). Se recopilaron variables demograficas, clinicas e
histopatoldgicas. Los subtipos moleculares de consenso (CMS), el inmunoscore, el
tumor budding y la infiltracion macrofagica fueron evaluados mediante técnicas
de inmunohistoquimica. La clasificacion CMS se realizé siguiendo la metodologia
de Conesa-Zamora et al.', utilizando un clasificador en linea basado en IHQ. El
inmunoscore se calcul6 en funcidn de la densidad de linfocitos T CD3+ y CD8+, y
se agrupo en dos categorias: bajo (I0-I1) e intermedio-alto (I2-I4). El tumor
budding se clasificé en tres niveles: bajo (<10 focos), intermedio (10-19) y alto
(20). La infiltracion por macréfagos fue evaluada mediante tincion CD163+ y
clasificada morfoldgicamente. Los andlisis estadisticos se realizaron con SPSS v21.
Se utilizaron pruebas de chi-cuadrado para comparar variables categdricas y
curvas de Kaplan-Meier con prueba de Breslow para el andlisis de supervivencia.
El andlisis multivariado se llevo a cabo mediante modelos de regresion de Cox,
incluyendo variables clinicamente relevantes con implicancias prondsticas en
CCR

RESULTADOS

De los 255 pacientes con cancer colorrectal incluidos en el estudio, el 34,9%
presentaba enfermedad en estadio III. La clasificacion molecular revelé un
predominio de los subtipos CMS2/3 (69,4%), con recurrencias observadas en
todos los subtipos. Se detecté un inmunoscore bajo con mayor frecuencia en los
adenocarcinomas convencionales y serrados, asi como en los tumores CMS2/3,
mientras que la inestabilidad de microsatelites alta (MSI-H) se asocié con
inmunoscore intermedio a alto. El tumor budding (TB) fue mas prevalente entre
los pacientes que presentaron recaida, especialmente en los subtipos CMS2/3 y
CMS4, y se relaciond con histologia serrada. La presencia de >20 focos de TB se
correlacion6 significativamente con metastasis hepaticas. La infiltracion por
macrofagos CD163+ fue frecuente en los subtipos CMS1 y CMS2/3, y se asoci6 a
inmunoscores elevados. El tumor budding mostré impacto tanto en la
supervivencia global como en la supervivencia libre de recaida, mientras que la
clasificacion CMS se asocid con la supervivencia global. No se encontré una
relacion significativa entre el inmunoscore y la supervivencia. No se observaron
correlaciones con la microbiota.

CONCLUSIONES



Los subtipos moleculares de consenso (CMS) muestran patrones
metastasicos diferenciados: el CMS1 se asocia predominantemente con
diseminacion peritoneal, el CMS2/3 con metdstasis hepaticas, y el CMS4 con
afectacion combinada hepatica y peritoneal. Los casos correspondientes al subtipo
CMS2/3 que presentaron recaida se caracterizaron por un inmunoscore bajo,
mientras que la infiltracion por macrofagos CD163+ se correlacion6 con
inmunoscores elevados en los subtipos CMS1 y CMS2/3. Estos hallazgos
evidencian la existencia de interacciones complejas entre la respuesta inmune del
huésped y el comportamiento bioldgico del tumor, lo que refuerza la relevancia
de considerar el microambiente tumoral en la evaluacidon prondstica y terapéutica
del cancer colorrectal.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent malignant neoplasms
worldwide, and despite advances in screening methods and treatment strategies,
CRC-related mortality remains a major public health challenge. The five-year
survival rate varies considerably depending on the stage of the disease, ranging
from 91% in localized cases to 13% in metastatic disease.

To date, no studies have explicitly investigated the relationship between
molecular subtypes of colon cancer, histology, tumor budding, immunoscore,
macrophage infiltration, and microbiota. Exploring these variables could
significantly enhance our understanding of this complex disease, not only in
terms of prognosis but also in predicting treatment response

OBJECTIVES

This study aims to classify colorectal cancer into specific molecular
subtypes using advanced immunohistochemical techniques and correlate them
with relevant clinicopathological features. The relationship between these
subtypes, the immunoscore, and the degree of tumor-associated macrophage
infiltration will be analyzed, along with potential associations with the
composition of the intestinal microbiota. This research seeks to provide an
integrated understanding of the molecular and immunological factors involved in
colorectal cancer progression, aiming to improve prognostic stratification and
guide more personalized therapeutic strategies.

MATERIALS AND METHODS

This retrospective observational cohort study included 255 patients with
colorectal cancer (CRC), selected from a pathology database at Hospital General
Universitario Santa Lucia in Cartagena. Patients were mainly in localized stages,
though metastatic cases were also included. Tumor samples were obtained from
surgical resections using tissue microarray (TMA) cores. Demographic, clinical,
and histopathological variables were collected. Molecular subtypes (CMS),
immunoscore, tumor budding, and macrophage infiltration were assessed using
immunohistochemistry. CMS classification was performed according to the
methodology of Conesa-Zamora et al.'® using an online IHC-based classifier.



Immunoscore was calculated based on CD3+ and CD8+ T-cell densities and
grouped into low (I0-I1) and intermediate-to-high (I2-I4) categories. Tumor
budding was stratified into three groups: low (<10 foci), intermediate (10-19), and
high (=20). Macrophage infiltration was evaluated through CD163+ staining and
classified morphologically. Statistical analyses were conducted using SPSS v21.
Categorical comparisons employed chi-square tests, while survival analyses used
Kaplan-Meier curves with Breslow tests. Multivariate analysis was performed
using Cox regression models, including clinically relevant variables with
prognostic significance in CRC.

RESULTS

Among 255 CRC patients, 34.9% had stage III disease. CMS classification
showed a predominance of CMS2/3 (69.4%), with relapse occurring across all
subtypes. Low immunoscore was frequent in conventional and serrated
adenocarcinomas, as well as CMS2/3, while MSI-H correlated with intermediate-
high immunoscore. TB was prevalent in relapsed patients, particularly in CMS2/3
and CMS4, and was linked to serrated histology. TB >20 foci correlated with
hepatic metastases. CD163+ macrophage infiltration was common in CMS1 and
CMS2/3 and associated with high immune scores. TB influenced overall and
relapse-free survival, while CMS impacted overall survival. Immunoscore
showed no survival association.

CONCLUSIONS

CMS subtypes exhibit distinct metastatic patterns: CMSI to peritoneum,
CMS2/3 to liver, and CMS4 to both. Relapsed CMS2/3 cases had low
immunoscore, whereas CD163+ macrophages correlated with higher immune
scores in CMS1 and CMS2/3, underscoring complex interactions between immune
responses and tumor behavior.

KEYWORDS

Consensus molecular subtypes (CMS)
Tumor budding (TB)

Colorectal cancer (CRC)

High microsatellite instability (MSI-H)
Immunoscore
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CAPITULO I: INTRODUCCION 35

I - INTRODUCCION
1.1 EPIDEMIOLOGIA

1.1.1 Incidencia

El cancer colorrectal (CCR) es la segunda neoplasia maligna diagnosticada
en mujeres y la tercera en hombres con un nimero estimado de casos incidentes
en 2020 a nivel mundial de 865.630 y 1.065.960 respectivamente (fig. 1), y con una
incidencia para ambos sexos de 1.931.590 en 2020 .

Estimated number of new cases in 2020, World, males, all ages

Other cancers
2938 085 (39.1%) ot
1414 25 14.1%)
Colorectum
1065 960 (10.6%)
Oesophagus Stomach
418 350 (42%) 719523 (7.1%)
Bladder Liver
440 864 (4.4%) 632 320 (6.3%)

Total : 10 065 305

Estimated number of new cases in 2020, World, females, all ages

reast
2261419 (24 5%)

Other cancers
3489 628 (37.0%)
Colorectum
865,630 (9.4%)
Stomach
369 580 (4%) Lung
Corpus uteri 70828 B.a%)
17367 (4.5%)
Thyroid Cervix uteri
48015 (4.9%) 04127 6.5%)

Total : 9 227 484

Figura 1: Incidencia a nivel mundial en 2020 para hombres y mujeres.
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La incidencia es mayor en los paises desarrollados (fig. 2), la mas elevada en
Hungria (45.3 cada 100.000 habitantes) (fig. 3). Espana se sitia en el décimo

puesto a nivel europeo con una incidencia de 35.8 cada 100.000 habitantes (fig. 4)
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Figura 2: Tasas de incidencia estimadas estandarizadas por edad (Mundial) en 2020, colorrectal, ambos
sexos, todas las edades.
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Figura 3: Tasas de incidencia estimadas estandarizadas por edad (Mundial) en 2020,
colorrectal, ambos sexos, todas las edades.
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Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, Colorectum, both sexes, all ages
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Figura 4:Tasas de incidencia estimadas estandarizadas por edad (Mundial) en 2020, colorrectal,
ambos sexos, todas las edades.

Se espera que en 2040 el nimero de casos nuevos de CCR a nivel mundial
ascienda a 3.080.000 (fig. 5) ®. En Espana la cifra pasaria de 39.900 en 2020 a
55.100 en 2040 (fig. 6) V. Este aumento estimado en la incidencia se debe a que se
espera que en las personas con mas de 79 afos se triplique para el 2050 a nivel
mundial, pasando de una cifra de 143 millones en 2019 a 426 millones para el 2050

debido al envejecimiento y crecimiento de la poblacion @.
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Estimated number of new cases from 2020 to 2040, Both sexes, age [0-85+]
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Figura 5: Ntimero estimado de nuevos casos a nivel mundial desde el 2020 al 2040, para ambos
sexos, en edades comprendidas entre los 0 y 85+ afios.
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Figura 6: Numero estimado de nuevos casos en Espafia desde el 2020 al 2040, para ambos
sexos, en edades comprendidas entre los 0 y 85+ afios.
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1.1.2 Mortalidad

El CCR también es unos de los cdnceres que ocasionan una de las
mortalidades mas elevadas. En 2020 la mortalidad a nivel mundial fue de 935.173
para ambos sexos (fig. 7) por lo tanto es un problema grave de salud a nivel

mundial @.

Estimated number of deaths in 2020, World, both sexes, all ages
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Figura 7: Nuimero estimado de muertes en 2020 a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades.

En Europa el niumero estimado de muertes en 2020 fue del 26.2% (244.824)
(fig. 8) y en Espafa de un 6.7% (16.470) (fig. 8) ™.
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Estimated number of deaths in 2020, Colorectum, both sexes, all ages
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Figura 8: Numero estimado de muertes en 2020, colorrectal, ambos sexos, todas las
edades.

A pesar del aumento en la incidencia del CCR a nivel mundial, también
podemos observar una reducciéon en la mortalidad especialmente en paises
desarrollados como se puede objetivar en la figura 10, en la que se observa datos
de incidencia y mortalidad en hombres y mujeres en Espafia desde 1943 al 2018 ™.
A pesar de que se evidencia una reduccidon general en las tasas de mortalidad, se
anticipa que la cifra absoluta de decesos aumentara como resultado del
crecimiento y envejecimiento de la poblaciéon @.

El estadio del cancer en el momento del diagndstico estd fuertemente
relacionado con la supervivencia. De acuerdo a la Sociedad Americana del Cancer
(ACS) la supervivencia a 5 afios para todos los estadios es del 65% ©. La
supervivencia del CCR en estadios localizados es del 91%, para aquellos con
extension local del 72% y para enfermedad metastasica del 13% ©.

En Europa, de acuerdo a los datos del EUROCARE-5, la supervivencia
estandarizada para 5 afos es del 57% para cancer de colon y 55.8% para cancer de

recto con datos similares para Espafa (57.1% y 56.4% respectivamente) ©. Llama
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la atencion en los datos del EUROCARE-5 el aumento en supervivencia a los 5
afnos con el paso del tiempo, pasando de un 54.2% en 1999-2001 al 58.1% en el
periodo del 2005-2007 para cancer de colon con un aumento similar de
aproximadamente un 4% para cancer de recto ©®. Esta modesta mejora en la
supervivencia no solo parece estar relacionada con los avances en las técnicas
quirargicas y tratamiento adyuvante, sino que también puede ser reflejo del
beneficio de la implantacion de programas de cribado para la deteccion precoz
del CCR,®%7 como son la colonoscopia y la sangre oculta en heces (SOH), ya que

ambas han demostrado una reduccion de la incidencia y mortalidad ©.

1.2 CRIBADO

Una variedad de estrategias estan actualmente disponibles para la deteccion
en la poblacion de riesgo, es decir, personas asintomaticas de 50 afios o mas sin
otros factores de riesgo conocidos para el desarrollo de CCR. En términos
generales, y como previamente se ha mencionado, las pruebas utilizadas para la
deteccion de CCR se pueden clasificar en pruebas invasivas, como la
colonoscopia, y pruebas no invasivas, como la SOH. Todos éstos métodos tienen
sus ventajas y desventajas en cuanto a su sensibilidad, especificidad, riesgo,
accesibilidad, aceptacion y costo, pero también, todos han demostrado su utilidad

para reducir la incidencia y mortalidad del CCR ®.

1.2.1 Colonoscopia

La colonoscopia es considerada la prueba de referencia para la deteccion de
cancer y lesiones precancerosas como los podlipos, por lo que se considera la
prueba definitiva a realizar cuando otra prueba de deteccion es positiva (como la
SOH) ©.

1.2.2 Colonografia por tomografia computarizada

Esta técnica fue introducida en 1994 e implica el uso de datos de tomografia
computarizada (TC) helicoidal en combinacion con software grafico que genera
imagenes del colon en dos y tres dimensiones. La prueba es solo diagnostica y, asi

como la colonoscopia, requiere una buena preparacion previa del colon. Aunque
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la persona estd expuesta a radiacion, la dosis es mucho menor que la utilizada en
otras tomografias computarizadas (9.

En cuanto a la comparacion entre la colonoscopia y la CTC, una revision
reciente y un metaandlisis informaron tasas de participacion del 20% para la
primera y del 29% para la segunda. Las tasas de deteccion de neoplasias
colorrectales avanzadas fueron del 5.7% para la CTC y del 8.5% para la
colonoscopia, por lo que los autores concluyen que la colonoscopia virtual no

deberia reemplazar a la colonoscopia (V.

1.2.3 Sangre oculta en heces

La efectividad de una prueba de deteccion depende no solo de su
rendimiento diagnostico, sino también en gran medida de la aceptacion de la
prueba por parte de la poblaciéon (». La prueba clinica no invasiva mas
comunmente utilizada es la de SOH. Esta se basa en el hecho de que pdlipos y
tumores sangran, estimando que aproximadamente un tercio de las lesiones
sangran y que la pérdida de sangre aumenta con el tamafio de loa lesion 3. Sin
embargo, el sangrado es intermitente y se distribuye de manera desigual en las
heces. Ademas, la presencia de sangre en las heces no necesariamente indica la
presencia de un podlipo o tumor, y puede deberse a otras patologias como

hemorroides o procesos inflamatorios.

La hemoglobina en las heces puede ser detectada mediante pruebas
quimicas basadas en guayaco (gFOBT) o inmunocromatograficas (FIT, prueba
inmunocromatografica de sangre en heces). De todos los métodos recomendados
en las pautas clinicas, la prueba inmunocromatografica de sangre en heces (FIT)
constituye la prueba de deteccion no invasiva con menos riesgo, mas econdmica y
mas accesible. Sin embargo, aunque su sensibilidad es adecuada para el

diagnostico de CCR (73-88%) , no es adecuada para lesiones premalignas (22-56%)

(1415),

1.2.4 Programa de cribado en Espaia
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Ya en 2003, el Consejo Europeo recomend¢ a todos los estados miembros de
la Unién Europea (UE) la deteccion del cdncer colorrectal a través de la prueba de
SOH (Recomendacién 2003/878/CE, Diario Oficial de la Union Europea, 2003). En
Espafia, se establecieron diferentes programas piloto (Catalufia en 2000,
Comunidad Valenciana en 2005 y Region de Murcia en 2006), que sirvieron como
base para que el Ministerio de Sanidad de Espafa elaborara en 2006 un Plan
Estratégico Nacional para el Cancer Colorrectal (Estrategia en Cancer del Sistema
Nacional de Salud) 9. Actualmente, las 17 comunidades autonomas cuentan con
programas de deteccion, y desde finales del 2019, 10 de ellas tienen cobertura

completa en su territorio.

1.3 FACTORES DE RIESGO

Tanto factores ambientales como genéticos pueden aumentar la
probabilidad de desarrollar CCR. A pesar de que la predisposiciéon genética
conlleva a incrementos mas notables en el riesgo, la mayoria de los casos de CCR

son esporadicos en lugar de tener un componente hereditario predominante.

1.3.1 Sindromes familiares de CCR

1.3.1.1 Poliposis adenomatosa familiar

Menos del 1 por ciento de los casos de CCR estan representados por la
poliposis adenomatosa familiar (PAF) y sus variantes, como el sindrome de
Gardner, sindrome de Turcot y la poliposis adenomatosa familiar atenuada
(PAFA) 7. La PAF se origina por mutaciones germinales en el gen de la poliposis
adenomatosa del colon o adenomatous polyposis coli (APC), ubicado en el
cromosoma 5 (. Se ha asociado una variante del gen APC que ocurre en
aproximadamente el 6 al 8 por ciento de la poblacion judia ashkenazi con un

riesgo de cancer de colon aumentado de 1.5 a 2 veces sin una poliposis asociada
(19)

1.3.1.2 Poliposis asociada a MUTYH

Una minoria de individuos con antecedentes familiares de CCR y la

presencia de multiples adenomas colorrectales presentan mutaciones germinales
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(frecuentemente bialélicas) en el gen homdlogo de reparacion por escision de
bases mutY (MUTYH), en ocasiones combinadas con mutaciones somaticas en el
gen APC @0, Estas mutaciones predisponen a los pacientes a la herencia recesiva
de multiples adenomas coldnicos y a una forma variante de PAF, conocida

comunmente como poliposis asociada a MUTYH (MAP).

1.3.1.3 Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch, también conocido como cdncer colorrectal no
polipdsico hereditario (CCNPH), es una condicién autosémica dominante mas
frecuente que la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y constituye alrededor del
3 por ciento de todos los adenocarcinomas colorrectales ). Generalmente, en
pacientes con sindrome de Lynch, se observa una mutacion germinal en un alelo
de un gen de reparacion de errores de emparejamiento o MMR (por lo general, en
MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2). La inactivacion del segundo alelo ocurre
somaticamente en los adenocarcinomas colorrectales a través de mutacidn,
pérdida de heterocigosis o, en casos menos frecuentes, silenciamiento epigenético
mediante hipermetilacién del promotor ©'2. Como resultado, los CCR del
sindrome de Lynch tienen un sistema de reparacion de ADN MMR deficiente, son
hipermutables e inestables en microsatélites. Los canceres extracolénicos son muy
comunes en el sindrome de Lynch, especialmente el carcinoma endometrial, que
puede ocurrir en hasta el 60 por ciento de las portadoras de mutaciones en

algunas familias ®.

1.3.2 Antecedentes de CCR y/o pdlipos

Los pacientes con antecedentes personales de CCR o pdlipos adenomatosos
del colon tienen riesgo de desarrollar CCR. En pacientes sometidos a la reseccion
de un solo CCR, se desarrollan cadnceres primarios metacrénicos en el 1.5 al 3 por
ciento de los casos en los primeros cinco afios después de la cirugia @9. Un
historial personal de polipos adenomatosos grandes (>1 cm) y pdlipos con
histologia velloso o tubulovelloso o con displasia de alto grado también aumenta
el riesgo de CCR, especialmente si hay multiples polipos . El riesgo relativo
(RR) oscila aproximadamente entre 3.5 y 6.5 en estos pacientes. Por otro lado,

como grupo, los pacientes con uno o dos adenomas tubulares pequefios (<1 cm)
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con displasia solo de bajo grado no parecen tener un riesgo sustancialmente
aumentado de CCR posterior @. El historial familiar también es un factor de
riesgo importante ya que el tener un tnico familiar afectado en primer grado
(padre, hermano o hijo) con CCR aumenta el riesgo aproximadamente al doble en

comparacion con la poblacion general @0,

1.3.3 Enfermedad inflamatoria intestinal

Una asociacion bien registrada es la existente entre la colitis ulcerosa cronica
y el desarrollo de neoplasias coldnicas, siendo la extensién duracién y actividad
de la enfermedad factores determinantes clave. La pancolitis, en particular, se
asocia con un aumento de 5 a 15 veces en el riesgo, en comparacion con la
incidencia esperada en la poblacion general ?). Aunque existe menos informacion
disponible, se observa que la pancolitis relacionada con la enfermedad de Crohn
parece estar asociada con un riesgo relativo similar de malignidad que la colitis

ulcerosa extensa, aunque los datos son menos consistentes 9.

1.3.4 Edad

La edad se destaca como un factor de riesgo crucial para el cancer
colorrectal esporadico. Este tipo de cancer es poco frecuente antes de los 40 aros;
sin embargo, su incidencia comienza a aumentar significativamente entre los 40 y
50 afios, experimentando tasas de incidencia especificas por edad que se elevan en

cada década subsiguiente .

1.3.5 Otros factores

Otros elementos de riesgo incluyen la raza, acromegalia (aumentando el
riesgo de poliposis), el trasplante renal (por inmunosupresion), la obesidad,
diabetes mellitus y resistencia a la insulina, dieta pobre en fibra y rica en carnes

procesadas, el consumo de tabaco y alcohol entre otros.

1.4 SINTOMAS DE PRESENTACION
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El CCR puede presentarse de tres maneras, con sintomas y/o signos de
sospecha, de forma asintomatica descubriendo la enfermedad mediante cribado
rutinario o tras sintomas de urgencia como son la obstruccion intestinal,
perforacién o, raramente, una hemorragia aguda.

Es relevante considerar que la mayoria de los pacientes en las primeras
etapas del cancer de colon no presentan sintomas, siendo diagnosticados
principalmente a través de programas de deteccion. Aunque el aumento en la
participacion del cribado ha llevado a que se diagnostiquen mds casos en una
etapa asintomatica, la mayoria de los CCR (70 a 90 por ciento) se diagnostican
después del inicio de los sintomas ©0. Se debe tener en consideracion que los
sintomas del CCR son tipicamente debidos al crecimiento tumoral endoluminal o
en estructuras adyacentes, por lo que la presentacion sintomatica suele reflejar un

CCR relativamente avanzado.

1.4.1 Sintomas locales

Las manifestaciones comunes relacionadas con el cancer colorrectal abarcan
la presencia de sangre en las heces o deposiciones oscuras, molestias
abdominales, anemia por deficiencia de hierro y/o alteraciones en los patrones
intestinales. Sintomas menos frecuentes de presentacion involucran distension
abdominal y/o nauseas y vomitos, los cuales podrian sugerir posible cuadro
obstructivo. @Y. Aunque en el pasado se consideraba que las modificaciones en los
patrones o habitos intestinales eran el sintoma madas prevalente del CCR,
investigaciones recientes sugieren que la anemia podria ser un sintoma mds
habitual que los cambios en los habitos intestinales . En dicha serie, en una
compilacion de los sintomas y hallazgos mas frecuentes que motivaron la
colonoscopia diagndstica en una serie de 388 pacientes consecutivos
diagnosticados con un CCR entre 2011 y 2014, se observd que los sintomas mas
frecuentes fueron rectorragia (37 por ciento), dolor abdominal (34 por ciento),
anemia (23 por ciento), actividad hipermetabdlica en una tomografia por emision
de positrones/tomografia computarizada (PET/CT) realizada por otro motivo y
cambio en hébitos intestinales (1.3 por ciento).

Las manifestaciones clinicas varian segin la ubicaciéon del tumor. En los

canceres colorrectales del lado izquierdo, el cambio en los habitos intestinales es
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el sintoma mas frecuente, mientras que en los del lado derecho, la anemia es mas
comun. La hematoquecia se observa con mayor frecuencia en tumores
rectosigmoideos. El dolor abdominal puede surgir independientemente de la
ubicacion y estar asociado con obstruccion intestinal, diseminacidon peritoneal o
infiltracion de estructuras cercanas. En el cancer de recto, pueden presentarse

sintomas como tenesmo, dolor rectal y reduccion del calibre de las heces ©¢132.

1.4.2 Sintomas en enfermedad metastasica

Aproximadamente un 20 por ciento de los pacientes con diagnodstico de
CCR tienen enfermedad metastasica ®. La diseminacion del cancer colorrectal
puede ocurrir a través de vias linfaticas, hematdgenas, contiguas y
transperitoneales. Con mayor frecuencia, se observa metastasis en los ganglios
linfaticos locales, el higado, los pulmones y el peritoneo. Los pacientes pueden
experimentar signos o sintomas relacionados con estas areas afectadas ©*34. La
presencia de adenopatia supraclavicular, nédulos periumbilicales, distension
abdominal, saciedad temprana o dolor en el cuadrante superior derecho
generalmente sugiere una enfermedad avanzada, a menudo en un estado
metastasico.

Debido a que la circulacion venosa del tracto intestinal se realiza mediante
el sistema portal, el higado suele ser el primer lugar de diseminaciéon hematogena,
seguido de los pulmones, los huesos y diversas areas, como el cerebro, aunque las
metastasis cerebrales son extremadamente raras ¢+3. Los tumores que se originan
en el recto distal pueden inicialmente diseminarse a los pulmones en lugar del
higado, ya que la vena rectal inferior drena en la vena cava inferior en lugar de

hacerlo en el sistema venoso portal.

1.5 DIAGNOSTICO

Se podria plantear la sospecha de cancer colorrectal en un paciente que
exhiba uno o varios de los sintomas y signos previamente mencionados. Ademas,
se tiene la opcion de diagnosticar la enfermedad en pacientes que no presenten
sintomas a través del cribado. Una vez que se sospecha un CCR, la siguiente

prueba debe ser la colonoscopia, colonografia por tomografia computarizada
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(CTC) o capsula endoscdpica. Se hard mencion del papel de los marcadores

tumorales en el contexto del diagnostico.

1.5.1 Colonoscopia

Los CCR sincrénicos, que se definen como dos o més tumores primarios
distintos diagnosticados en un lapso de seis meses desde un CCR inicial,
representan entre el 3% y el 5% de los casos . La colonoscopia se posiciona
como la prueba de diagndstico mas precisa y versatil para el cancer colorrectal
(CCR). Esta técnica tiene la capacidad de identificar y tomar muestras de lesiones
en todo el intestino grueso, asi como de detectar neoplasias sincronicas y extirpar
polipos, logrando una sensibilidad y especificidad que oscilan entre el 92% y el
97% ©.

Cuando se examinan mediante endoscopia, la mayoria de los canceres de
colon y recto se presentan como masas endoluminales que se originan en la
mucosa y se proyectan hacia el lumen. Estas masas pueden tener caracteristicas
exofiticas o polipoides. En algunos casos, se puede observar sangrado en lesiones
que son friables, necrdticas o ulceradas.

Para aquellas lesiones visibles, los métodos para el posterior analisis de las
muestras incluyen biopsias y polipectomias. Para las lesiones que se eliminan de
forme completa endoscdpicamente (polipectomia o mucosectomia), es importante
tatuar la zona, para su localizacién subsiguiente si se encuentra un cancer que
precise de un tratamiento local adicional, como puede ser la cirugia. Si una
obstruccion maligna impide la realizacion de una colonoscopia completa, es
mandatorio su realizacion de forma completa para examinar todo el colon
residual poco después de la reseccion quirurgica.

En ausencia de una obstruccién, cuando la colonoscopia es incompleta, las
opciones adicionales incluyen la CYC o la cdpsula de endoscopia Pill Cam colon
2, aprobada para el cribado de CCR, aunque su uso en pacientes con sintomas

sugestivos de CCR es controvertido.

1.5.2 Colonografia por tomografia computarizada
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La CTC proporciona una perspectiva endoluminal simulada utilizando
imagenes de TC convencionales adquiridas como un volumen ininterrumpido de
datos y emplea un software de procesamiento posterior sofisticado para generar
imagenes que permiten al operador evaluar un colon limpio en cualquier
direccion elegida ©8).

La CTC se ha evaluado en pacientes con colonoscopia incompleta y como
prueba diagndstica inicial en pacientes con sintomas sugestivos de CCR. Las tasas
de no finalizacién de la colonoscopia diagndstica en pacientes sintomaticos son
aproximadamente del 11 al 12 por ciento, siendo las razones de la falta de
finalizacion, la incapacidad del colonoscopio para llegar al tumor o visualizar la
mucosa proximal al tumor por razones técnicas e intolerancia del paciente ¢°. En
este contexto, la CTC es ttil para la detecciéon de CCR y puede proporcionar un
diagnoéstico radiografico aunque carece de la capacidad para realizar biopsias o
extirpar polipos.

Se debe tener en cuenta que los resultados anormales en una CTC deben

confirmarse con una colonoscopia para la extirpacion y/o diagndstico del tejido.

1.5.3 Capsula endoscdpica

Se trata de un dispositivo que, una vez ingerido, es capaz de tomar
multiples imagenes durante varias horas mientras atraviesa el tracto digestivo y
transmitirlas a un grabador externo. E1 CCE Pillcam COLON 2 es una cdpsula de
doble cabeza que puede tomar hasta 17.5 imagenes por segundo en cada cdmara,
es decir, 35 imdgenes por segundo en total. Estas imagenes se transmiten al
receptor/transmisor que el paciente lleva durante toda la duracion del estudio,
donde se almacenaran. Una vez finalizado el estudio, los datos almacenados en el
transmisor/receptor deben transmitirse desde una base conectada a una
computadora equipada con el software que permitird la visualizacion de las
imagenes obtenidas “.

Como se ha descrito anteriormente, una de las técnicas utilizadas para la
evaluacion del colon es la CTC. Spada et al. ®) realizaron un estudio comparativo
entre ambas y no encontraron diferencias en la tasa de examinacion completa del
colon (98%) y en cuanto a la deteccion de pdlipos de 6 a 10 mm, la CCE fue

superior al CTC, mostrando una mayor capacidad diagndstica para lesiones
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planas/sésiles. Rondonotti et al. “> no encontraron diferencias entre las dos

técnicas en la tasa de deteccion de polipos mayores de 6 a 10 mm.

1.5.4 Marcadores tumorales

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es uno de los muchos marcadores
séricos que se han relacionado con el CRC. Sin embargo, debido a la alta
superposicion con enfermedades benignas y la baja sensibilidad para tumores en
estadios iniciales, todos estos marcadores, incluido el CEA, tienen una baja
capacidad diagndstica para detectar un CRC #4349, Un metaanadlisis encontrd que la
sensibilidad CEA agrupada para el diagndstico de CRC era solo del 46% ©.
Ningun otro marcador tumoral convencional, incluido el antigeno de
carbohidratos 19-9 (CA 19-9), mostr6 una sensibilidad diagnodstica mas alta en el
mismo metaanalisis.

Ademas, el CEA es poco especifico. La especificidad del CEA para el
diagndstico de CRC fue del 89%, segin el metaandlisis mencionado
anteriormente. Las causas no relacionadas con el cancer que pueden aumentar el
CEA incluyen gastritis, enfermedad ulcerosa péptica, diverticulitis, enfermedad
hepatica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, diabetes y cualquier tipo de
inflamacion aguda o crénica. Los fumadores tienen niveles de CEA
significativamente mas altos que los no fumadores “°).

Dadas estas limitaciones, ni el antigeno carcinoembrionario (CEA) en suero
ni ningun otro marcador, incluyendo el CA 19-9, deben emplearse como prueba

para la deteccion o diagnodstico del cancer colorrectal (CRC).

1.6 ESTADIFICACION

El sistema de clasificacion TNM, desarrollado por la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC), es la
metodologia preferida para determinar el estadio del cancer colorrectal (CRC). En
la octava edicion de este sistema, introducida en 2017, se realizaron pocos
cambios con respecto a la séptima edicion de 2010. En esta ultima edicion (fig.9),
se incorpord la categoria Mlc para reflejar la carcinomatosis peritoneal como un

indicador prondstico desfavorable. Ademads, las micrometdstasis ganglionares
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(agrupaciones tumorales >0,2 mm de didmetro) ahora se consideran positivas,
basdandose en la evidencia de un metaandlisis que respalda un pronodstico

desfavorable en estos casos 4749,

0 Tis NO MO
I T1-T2
A T3
IIB T4a
IIC T4b
A T1-T2 N1/N1c
T1 N2a
I1IB T3-T4a N1/N1c
T2-T3 N2a
T1-T2 N2b
IIC T4a N2a
T3-T4a N2b
T4b N1-N2
IVA AnyT Any N Mila
IVB Mi1b
IvC Mic

Source: AJCC Cancer Staging Manual, 8th edition. Springer International Publishing,
2017.

Figura 9: TNM octava edicion.

En la toma de decisiones sobre el tratamiento del cancer colorrectal (CRC),
es importante considerar factores adicionales reconocidos en la tiltima version del
sistema TNM. Aunque estos factores ain no se han incorporado formalmente a
los criterios de estadificacién, desempenan un papel crucial. Estos incluyen los
niveles séricos preoperatorios del antigeno carcinoembrionario (CEA), Ia
puntuacion de regresion tumoral que refleja la respuesta patologica a
tratamientos previos como la radioterapia preoperatoria, quimiorradioterapia o
quimioterapia. Asimismo, se considera el margen de reseccion circunferencial en
casos de cancer de recto, la presencia de invasion linfovascular y perineural, la
inestabilidad de microsatélites, un factor prondstico positivo que predice la falta

de respuesta al tratamiento con fluoropirimidinas, y el estado mutacional de los
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genes KRAS, NRAS y BRAF. Las mutaciones en estos genes se asocian con la falta
de respuesta a los agentes dirigidos al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR).

La estadificacion clinica preoperatoria se logra mediante el examen fisico,
tomografia computarizada (TC) del torax, abdomen y pelvis, y resonancia

magnética (RM) pélvica en caso de presentar el paciente un cancer de recto.

1.6.1 Tomografia computarizada

En la mayoria de las instituciones, la practica estdndar es realizar una
tomografia computarizada (TC) de torax, abdomen y pelvis a todos los pacientes
con diagndstico de cancer colorrectal (CCR). Esta evaluacion puede llevarse a
cabo ya sea antes o después de la reseccion, y este enfoque cuenta con el respaldo
de la Red Nacional Integral del Cancer (NCCN) “9.

En términos generales, es preferible realizar la tomografia computarizada
(TC) antes de la cirugia, ya que los resultados a veces pueden influir en la
planificacion quirargica. En pacientes recién diagnosticados con cancer colorrectal
(CCR), las exploraciones preoperatorias con TC de torax, abdomen y pelvis
pueden revelar la extension tumoral regional, la afectacion ganglionar
locorregional, asi como la presencia de enfermedad a distancia. Ademas, la TC
puede identificar complicaciones relacionadas con el tumor, como obstruccién
intestinal, perforacién, formacion de fistulas, entre otras 9.

La capacidad de la tomografia computarizada (TC) para detectar metdstasis
a distancia es mas alta (75 a 87 por ciento) en comparacion con su capacidad para
identificar la afectacion ganglionar (45 a 73 por ciento) o la invasion transmural
(aproximadamente 50 por ciento) ¢%2. En el caso de los canceres de recto, la TC
muestra una mayor sensibilidad para la deteccion de ganglios linfaticos malignos
en comparacion con los canceres de colon. Se presume que la adenopatia
perirrectal es maligna, ya que la adenopatia benigna generalmente no se observa

en esta drea en ausencia de un proceso inflamatorio demostrable 3.

1.6.2 Tomografia por emision de positrones con fluorodesoxiglucosa
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La tomografia por emision de positrones con fluorodesoxiglucosa (FDG),
también conocida como tomografia por emisidon de positrones (PET/TC), tiene la
capacidad de proporcionar una estadificacion TNM adecuada. Dado que el 95 %
al 100 % de los canceres intraluminales primarios conocidos son visibles, la PET-
TC con FDG ha demostrado una alta sensibilidad al evaluar tumores primarios.
Sin embargo, tiene limitaciones, como la existencia de falsos positivos que pueden
aparecer en pacientes con tumores mucinosos y en adenomas tubulovellosos con
pequeios focos tumorales, asi como falsos positivos condicionados por pdlipos
benignos, lesiones precancerosas, polipectomias anteriores y procesos
inflamatorios intestinales 4.

En individuos con CCR, la implicacion linfatica emerge como un marcador
prondstico relevante. La PET/TC tiene la capacidad de identificar enfermedad
ganglionar incluso cuando los ganglios son de tamafio normal, gracias a que los
cambios metabolicos preceden a los morfoldgicos. La TC y la RM exhiben
sensibilidades que oscilan entre el 55% y el 66% en la deteccion de enfermedad
ganglionar ®®. Un metaanalisis revel6 que los estudios de PET/TC con [18F] FDG
muestran una sensibilidad del 42.9% y una especificidad del 87.9% en la deteccion
preterapéutica de ganglios linfaticos en pacientes con CCR ©.

La PET/TC con [18F] FDG muestra una sensibilidad del 81% en la deteccion
de metastasis hepaticas y una especificidad del 91%, asi como en la detecciéon de
enfermedad extrahepatica del 84% y el 70%, respectivamente 7).

Definitivamente el PET/TC es una técnica de imagen sensible y especifica
para la estadificacion del CCR pero solo se deberia utilizar en enfermedad
localmente avanzada o resultados no concluyentes con otras técnicas de imagen
debido a su coste/efectividad %% y la no disposicion del mismo en todos los
centros a pesar de llevar a un cambio en el manejo de pacientes en hasta el 24% de
los casos ), demostrando metdastasis inesperadas o aclarando la naturaleza de

lesiones indeterminadas @b,

1.6.3 Resonancia magnética

La resonancia magnética (RM) se destaca como una de las técnicas

preferidas para llevar a cabo la estadificacion local del cancer de recto, asi como
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para abordar la incertidumbre en cuanto a la presencia de enfermedad
metastasica hepatica.

En cuanto al cancer de recto, una determinacion precisa de la ubicacion del
tumor dentro del recto y la magnitud de la extension de enfermedad es necesaria
antes del tratamiento para seleccionar el enfoque quirtrgico e identificar a
aquellos pacientes que son candidatos para la quimiorradioterapia neoadyuvante.
La RM puede determinar la ubicacion del tumor (recto alto, medio o bajo), dar
una correcta informacion sobre la infiltracion tumoral (estadificacion T), valorar la
afectacion de la fascia mesorrectal, objetivar afectacion ganglionar y depodsitos
tumorales en el mesorrecto y permite la reestadificacion tumoral tras un
tratamiento neoadyuvante 29,

La RM con contraste del higado puede identificar mas lesiones hepaticas
que las visualizadas por tomografia computarizada (TC) y es especialmente
valiosa en pacientes con cambios de higado graso previos ©. Un metaanalisis
concluyo que la RM es el estudio de imagenes preferido en primera linea para
evaluar las metdstasis hepaticas del cancer colorrectal en pacientes que no han
recibido previamente tratamiento ©). En la practica actual, la RM hepatica
generalmente se reserva para pacientes con hallazgos sospechosos pero no
definitivos en la tomografia computarizada, especialmente si se necesita una
mejor definicion de la carga de enfermedad hepatica para tomar decisiones sobre

una posible reseccion hepatica.

1.7 CARCINOGENESIS

En la actualidad, se reconoce que el cambio gradual del epitelio colonico
normal a una lesion precancerosa y, finalmente, a un carcinoma infiltrante,
depende de la acumulacion de mutaciones genéticas somaticas en los CCR de
origen esporadico, es decir, aquellos que se originan a partir de pdlipos, o
mutaciones de la linea germinal en los CCR que se originan de sindromes
hereditarios ©8%). La patogénesis es multifacética e implica una cascada de

eventos genéticos y moleculares.

1.7.1 Secuencia adenoma-carcinoma
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La mayoria de los tumores colorrectales tienen su origen en lesiones
precancerosas, las cuales son comunmente clasificadas como adenomas tubulares
o polipos serrados. Los adenomas se desarrollan cuando los mecanismos
normales que regulan la reparacion del ADN vy la proliferacion celular se alteran.
Debido a la proliferacion que se produce exclusivamente en la base de las criptas,
a medida que las células alteradas avanzan hacia la luz del colon, se interrumpe el
proceso de diferenciacion terminal y apoptosis, dando lugar a la formacion de los
adenomas. Con el tiempo, los podlipos adenomatosos aumentan de tamaro,
desarrollan caracteristicas cada vez mas displdsicas y pueden adquirir

eventualmente un potencial invasivo (Fig. 10).

v

Colon Rl Adenoma Adenoma .
Normal Incipiente g Avanzado Cancer

Figura 10: Secuencia adenoma-carcinoma. Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colorectal
tumorigenesis. Cell. 1990 Jun 1;61(5):759-67. doi: 10.1016/0092-8674(90)90186-i. PMID: 2188735.

En el epitelio colonico normal, la via de sefializacion Wnt desempenia una
funcion fundamental en la regulacion de la proliferacion celular y su
diferenciacion. El gen APC actia como un supresor tumoral al inhibir la
acumulacion de -catenina, bloqueando asi la activacion de la via Wnt 7. En el
inicio de la carcinogénesis colorrectal, las mutaciones en el gen APC son comunes.
Estas mutaciones conducen a la pérdida de la funcion supresora tumoral de APC,
permitiendo la acumulaciéon de B-catenina en el nucleo celular @. Esto activa la
via de senalizacion Wnt de manera descontrolada, estimulando la proliferacion
celular y la formacién de adenomas.

Como se ha descrito anteriormente, alteraciones secuenciales en genes clave

en la regulacion del crecimiento marcan la transicion desde un epitelio normal a
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uno hiperproliferativo, y las mutaciones en el gen APC, o en el oncogén BRAF,
son eventos iniciadores que dan origen a adenomas tradicionales o pdlipos
serrados, respectivamente 7273,

Es importante considerar que las modificaciones genéticas adicionales son
las que determinan la transicion de pdlipos con displasia de alto grado a tumores
invasivos. No obstante, no todos los adenomas evolucionan hacia el cancer; la
acumulacién de mutaciones especificas en un orden determinado es crucial para
la progresion a la malignidad y depende de la via especifica de la carcinogénesis,

de las cuales se han identificado tres 3.

1.7.2 Via supresora o de inestabilidad cromosémica

La via de la inestabilidad cromosémica (CIN) desempefia un papel crucial
en la carcinogénesis del cancer colorrectal (CCR) (Fig. 11). La inestabilidad
cromosOmica implica alteraciones estructurales en el nimero de cromosomas, asi
como la pérdida y ganancia de fragmentos cromosémicos. Este fenémeno
conlleva a una variabilidad gendmica considerable en las células tumorales.

Esta via, observada en el 70% al 80% de los CCR esporadicos, se caracteriza
por cambios cromosomicos que incluyen cambios en el ntiimero de copias
somaticas (SCNA) causadas por aneuploidia, deleciones, inserciones,
amplificaciones o pérdida de heterocigosidad en un niimero pequefio de genes
como son APC, SMAD4, KRAS, BRAF y TP53 7479, Los tumores que se desarrollan
por medio de esta via se consideran no hipermutados debido a la relativa escasez
de mutaciones de pares de bases en secuencias codificantes “». Los mecanismos
que conducen a la CIN suelen caracterizarse por defectos en la segregacion
cromosOmica, la senescencia celular desordenada, el mal funcionamiento de la
maquinaria de respuesta al dafio del ADN y la pérdida de heterocigosidad en un
gen supresor de tumores. Es importante recordar que la via Wnt se activa en casi
todos los tumores con inestabilidad cromosdmica, y las mutaciones en APC se han

identificado en aproximadamente el 80% de estos tumores .

Hypermutated | Non-hypermutated
“CIN pathway”
Wntramway pé y
= APC g-catenin "
AXIN = Myc
r activation (CNS2)
.. G E T * Metabolic (CMS-3) | ¢
R e dysregulation o
v =
BRAF WT by >
(including Lynch x
syndrome tumors) S
-4 (CMSs-1) .
X DNA MMR R @

‘MSI pathway”
MSI

< /
z ene mutations ’ S
73 @ 2 BRAF A . Al
or (“serrated : .’/ +TGF-§ activation (CMS-4)
Va NI e 1 pathway") + EMT activation

SSW



CAPITULO I: INTRODUCCION 57

Figura 11: Vias de la carcinogénesis colorrectal. Nguyen LH, Goel A, Chung DC. Pathways of
Colorectal Carcinogenesis. Gastroenterology. 2020 Jan;158(2):291-302. doi:
10.1053/j.gastro.2019.08.059. Epub 2019 Oct 14. PMID: 31622622; PMCID: PMC6981255.

1.7.3 Via mutadora o de inestabilidad de microsatélites

A diferencia de la via de inestabilidad cromosémica (CIN), que se
caracteriza por una alta frecuencia de cambios en el nimero de copias gendmicas,
los tumores colorrectales también pueden originarse a través de vias
hipermutables. Estas tltimas se distinguen por mutaciones frecuentes en las bases
del ADN en el ambito somatico. El mecanismo principal para este fenotipo
hipermutable es la via de inestabilidad de microsatélites (MSI). En tumores con el
fenotipo MSI, las células no detectan ni reparan adecuadamente el ADN, lo que
les permite mantener y replicar sus mutaciones, adquirir mutaciones adicionales
y desarrollar asi un fenotipo hipermutable 4. Estas alteraciones suelen
manifestarse principalmente en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2.

El fenotipo MSI se detecta en aproximadamente del 5 % al 15% de los
tumores colorrectales esporddicos y en practicamente todos los tumores
colorrectales que se originan en pacientes con sindrome de Lynch 777%. No
obstante, la mayoria de los tumores colorrectales con MSI son de naturaleza
esporadica. El silenciamiento epigenético del gen MLHI, mediante
hipermetilacion del promotor, es la causa mas frecuente del fenotipo MSI. Es
relevante senalar que aquellos con fenotipo MSI suelen exhibir niveles elevados

de metilacion en regiones regulatorias en todo el genoma, incluido el fenotipo de
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metilador de islas CpG (CIMP) 37479, También cabe destacar que con frecuencia
presentan mutaciones en el gen BRAF especificamente en aquellos que modifican
una sustitucién de V a E en el aminoacido 600 (en BRAFV600E) y a su vez
presentan una baja frecuencia de mutaciones en APC y TP53, en comparacion con
los CCR que se desarrollan a través de la via CIN 380,

Las mutaciones en APC se encuentran en el 35% al 50% de los tumores MS],
por lo que el mecanismo formador de adenomas podria ser compartido por los
tumores MSI y CIN @82, Una vez que ocurre la MSI, los tumores colorrectales se
desarrollan mas rdpidamente que a través de la via de inestabilidad cromosdmica
(CIN) ®3,

1.7.4 Via serrada o del fenotipo metilador

Se han detectado otro tipo de polipos en forma de sierra denominados
polipos serrados y se cree que los pdlipos serrados dan origen a casi el 15% de los
CRC por medio de la via serrada ®4. La via serrada es un mecanismo distinto de
la carcinogénesis colorrectal. Una caracteristica distintiva de la via serrada es la
mutacion activadora V600E en BRAF, un componente de la via de la MAPK ®5,
RAF esta mutado en la mayoria de los adenomas serrados sésiles, pero raramente
en adenomas convencionales, por lo que la via serrada es una ruta alternativa
hacia el CRC 9, Aunque las mutaciones en BRAF son el primer evento detectado
en la via serrada, no es infrecuente que la via de Wnt también se active @”. El
fenotipo de metilacion de islas CpG (CIMP) se puede observar en etapas
tempranas de la carcinogénesis. Los tumores que se desarrollan por medio de
cualquiera de las ramas de la via de neoplasia serrada también suelen mostrar
niveles altos de metilacion de islas CpG @#9). Las islas CpG son grupos densos de
dinucledtidos citosina/guanina (CpG) unidos por un enlace fosfodiéster que estan
particularmente enriquecidos en regiones promotoras de genes ®'%). La
metilacion excesiva de estos promotores inhibe la transcripcion de los genes
supresores de tumores, lo que conduce a la inactivacion genética y, finalmente, al

desarrollo de tumores.

1.8 TIPOS DE POLIPOS
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Como se ha descrito previamente, la mayoria de los CCR se desarrollan
lentamente a los largo de los afos y por medio de alguna de las vias de
carcinogénesis, empezando este desarrollo como polipos o pequenas
tumoraciones circunscritas, pedunculadas o sésiles que protruyen desde la
mucosa intestinal. Aproximadamente uno de cada 20 pdlipos evoluciona a los
largo de los afios a carcinoma invasivo 9.

Estos polipos se pueden clasificar de acuerdo a su histologia en tres
subtipos 0D

- Polipos adenomatosos: el precursor mas reconocido del CCR. Se puede
subdividir en tres subtipos, adenoma tubular (85%), adenoma ttbulo-
velloso (10%) y adenoma velloso (5%).

- Polipos serrados: existen dos subtipos, el polipo serrado hiperplasico
sin potencial maligno y el adenoma serrado con una elevada tasa de
malignizacion.

- Pdlipos inflamatorios: Sin potencial de malignizacion.

1.9 CLASIFICACION DEL CCR

Podemos clasificar al CCR por estadio en localizado o metastédsico, por su
lateralidad en colon derecho o izquierdo y por el subtipo histologico.

1.9.1 Clasificacion por estadio TNM

En lo que respecta a la estadificacion y como estd descrito anteriormente, la
AJCC ha desarrollado un sistema de clasificacién estdndar y universal idénticos
para el cancer de colon como para el cancer de recto. Este sistema denominado
TNM @) por las siglas en ingles de tumour-node-metastasis, donde la T indica
profundidad de invasion del tumor en las diferentes capas de la pared intestinal,
la N el nimero de ganglios linfaticos afectos a nivel loco-regional y la M se refiere
a la presencia o no de metdstasis a distancia. La profundidad, afectaciéon o no a
nivel ganglionar y la presencia o ausencia de enfermedad metastasica se
combinan para dar lugar a diferentes estadios que van del 0 al IV #7% como se

pudo ver en la figura 10.
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1.9.2 Clasificacion por lateralidad

Desde hace varios afios se puede categorizar al CCR de acuerdo a su
ubicacion en derecho, aquel que nace en el territorio comprendido por el ciego,
colon ascendente y trasverso o izquierdo, aquel que se origina en éangulo
esplénico, colon descendente, sigma y recto ®®. La importancia clinica de la
lateralidad radica en el hecho de que presentan origenes embrioldgicos distintos,
vascularizacion diferente asi como expresion génica distinta. El colon derecho
expresa con mayor frecuencia mutaciones en los genes KRAS o BRAF e
inestabilidad de microsatélites alta (MSI-H), mientras que el colon izquierdo
presenta con mayor frecuencia sobreexpresion del factor de crecimiento
epidérmico humano (Her2) ©4.

La lateralidad también esta influida por la diferente exposicion ambiental,
asi como densidad del microbioma, y tanto el colon derecho como el izquierdo
presentan diferentes caracteristicas epidemioldgicas, histoldgicas y clinicas ya que
podemos observar que aquellos que se originan en el colon derecho son mas
frecuentes en mujeres, la histologia mas frecuente es la mucinosa y presentan
peor pronostico, mientras que el colon izquierdo, es mas frecuente en varones y

mas tipicamente relacionado con la poliposis adenomatosa familiar ©>.

1.9.3 Clasificacion histoldgica

La clasificacidon histologica aceptada a nivel internacional es la propuesta
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ©® como se puede ver en la
Figura 12.
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Adenocarcinoma
Cribriform comedo-type adenocarcinoma
Medullary carcinoma
Micropapillary carcinoma
Mucinous adenocarcinoma
Serrated adenocarcinoma
Signet ring cell carcinoma
Adenosquamous carcinoma
Spindle cell carcinoma
Squamous cell carcinoma
Undifferentiated carcinoma
Neuroendocrine carcinoma (NEC)

Large NEC

Small NEC
Mixed adenoneuroendocrine carcinoma

Figura 12: World Health Organization Classification of Colorectal
Cancer. Niederhuber, ]. E., Armitage, ]. O., Doroshow, ]. H., Kastan,
M. B., & Tepper, ]. E. (2019). Abeloff's Clinical Oncology (pp. 1-
2037). https://doi.org/10.1016/B978-0-323-47674-4.00124-9.

La mayoria de los CCRs son adenocarcinomas convencionales, aunque hay
un grupo de subtipos de menor frecuencia pero con gran relevancia por asociarse
a genotipos y pronodsticos especificos como son el subtipo mucinoso, medular y
con células en anillo de sello, éste ultimo frecuentemente asociado a MSI-H ©7,
Los subtipos cribiforme-comedo y los serrados se asocian al genotipo metilador
en islas CpG y el adenocarcinoma serrado también suele presentar mutaciones en
BRAF como se menciona previamente en el apartado carcinogénesis.

Los adenocarcinomas cldsicamente se estratifican en tres grados de
diferenciacion; grado 1 o bien diferenciados, grado 2 o moderadamente
diferenciados y grado 3 pobremente diferenciados; aunque en la actualidad se los
estratifica en un sistema de dos niveles o grados en bien diferenciado (grados 1y
2) y pobremente diferenciado (grado 3) ©®®. Esta nueva forma de estratificar se
realiza en la actualidad debido a la falta de reproducibilidad y prondstico similar
de los tumores bien y moderadamente diferenciados ©®.

Un dato importante independientemente del subtipo histoldgico es el tumor
budding (TB), definido por la presencia de pequefias agrupaciones de células
tumorales en el frente invasivo , es un conocido factor histopatoldgico de
agresividad en CCR. La presencia de TB indica un fenotipo invasivo con pérdida

de cohesion celular, asociandose tipicamente a transicion epitelio-mesénquima
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parcial y mayor potencial metastasico. El TB es un predictor independiente de
metdstasis, tasas de recaidas y una menor supervivencia en CCR.

El margen de crecimiento, que puede ser infiltrativo como expansivo,
también es un factor importante independientemente del subtipo histoldgico y
que marca el prondstico de los pacientes, siendo un crecimiento expansivo de

mejor prondstico como ocurre en un alto porcentaje de los tumores MSI.

1.10 CORRELACION CLINICO-PATOLOGICA-MOLECULAR

Se debe tener en cuenta que la clasificaciéon de una enfermedad no es solo
una denominacion basada en la recopilacion de caracteristicas diagnosticas
particulares, sino que también explica la correlacion clinico-patoldgica de la
enfermedad que pueda ayudar a comprender no solo el origen e historia natural
de la enfermedad, también pueda aclarar los mecanismos subyacentes para poder
asi lograr un manejo clinico y terapéutico adecuados .

Un ejemplo de ello es el cancer de mama cuando ya hace afos se pudo
comprender que se trataba de wuna enfermedad heterogénea con un
comportamiento tumoral y respuesta terapéutica determinadas por las
caracteristicas bioldgicas subyacentes, influenciadas por la expresion o no de
receptores de estrdgeno y progesterona asi como del receptor del Her2 1%, Esto
no solo permitié prever la respuesta a tratamientos, determinar la biologia del
tumor y clasificar su morfologia molecular y pronodstico, sino que también logrd
categorizar el cancer de mama en cuatro subtipos distintos (luminal A, luminal B,
Her2 positivo y triple negativo) (101102,

En relacion con el CCR, que en principio se pensaba que era una
enfermedad homogénea, actualmente se sabe que los subtipos morfologicos
tienen caracteristicas clinicas que difieren segtin el sitio anatémico del que surgen
y también se empieza a conocer y detallar la secuencia de eventos para su
desarrollo, como son la inactivacion de APC, mutacion del KRAS, la inactivaciéon
de TP53 y la inestabilidad génica, ésta ultima se conoce actualmente opera en dos
niveles, uno afectando a secuencias de ADN (MSI-H) y otro que afecta a
cromosomas completos o parte de ellos denominado inestabilidad cromosdmica o

como se menciond previamente, CIN (2103104,
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Las dos formas de inestabilidad genémica (MSI-H y CIN) son mutuamente
excluyentes por lo cual los CCRs con CIN tendran estabilidad de microsatélites
MSS ®. Teniendo esto en cuenta surge la pregunta de que sucede con aquellos
CCRs esporadicos que también son MSI-H. Se han publicado estudios que
pudieron distinguir entre los CCR MSI-H y los del sindrome de Lynch,
observando que en los esporadicos era muy poco frecuente o rara la mutaciéon en
KRAS asi como mutaciones en APC o pérdida de su locus en el cromosoma 5q (1%
108), Se conoce también que los CCRs esporadicos con MSI-H se caracterizan por
presentar metilacion extensa del ADN y mutaciones en BRAF, que no se objetivan
en el sindrome de Lynch (%107, Sj se tiene en cuenta que el CIMP y mutaciones en
BRAF estan fuertemente asociados en CCR, se podria comprender como la
metilacion del promotor MLH1 (principal via de silenciamiento de MSLHI y
pérdida de expresién de enzimas reparadoras) demuestra la existencia de la via
serrada en el desarrollo del CCR MSI-H como se ha comentado en el apartado de
las vias moleculares de la carcinogénesis (¢810°110),

Se sabe actualmente que los CCRs son en su mayoria MSS y éste subgrupo
que se suponia es homogéneo a nivel molecular, no lo es, ya que solo un 10%
presentan el genotipo clasico con mutacion en APC, KRAS y TP53 ®>1), Como se
ha descrito previamente, algunos de los CCRs MSS comparten caracteristicas
moleculares con el subgrupo MSI-H esporddico, sobre todo, en cuanto a
mutaciones en BRAF, metilacion extensa del ADN o fenotipo metilador (CIMP)
®0), Los CCRs MSS con expresion alta de CIMP no solo comparten similitudes
moleculares sino también caracteristicas clinicas y patologicas con los CCR MSI-H
esporadicos como son la mayor frecuencia de afectacion en mujeres, edad mas
avanzada al diagnostico, predileccion por el colon proximal y diferenciacion
mucinosa 1%, Asi mismo, presentan diferencias significativas como son el
presentar un crecimiento infiltrativo, ausencia de infiltracion linfocitaria tumoral
(TILs), mal pronostico y una adecuada respuesta a tratamiento con 5-fluoracilo
(114,115)

Para comprender mejor los tipos diferentes de CCRs MSS es importante
conocer las diferentes expresiones de CIMP. Ya en 2006, Weisenberger et al (19
clasificaron al CCR en dos grupos, aquellos CIMP positivos y aquellos CIMP
negativos. Un afio mas tarde, Shen et al ("% sugirieron la divisién del CIMP en tres

grupos diferentes segiin el nimero de marcadores de metilacion positivos
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encontrados en las ubicaciones de 5 genes (MINT1, MINT2, MINT31, CDKN2A y
hrMLH1) M7: CIMP-High (CIMP1), CIMP-Low (CIMP2) y CIMP-negativo, donde
tumores CIMP1 en un 80% son MSI y en el 20% MSS, asi como en un 53%
presentan mutaciones en BRAF, se presentan como tumores pobremente
diferenciados y un peor prondstico, y aquellos con CIMP2 en el que 92%
presentan mutaciones en KRAS y son casi exclusivos del CCR MSS (116118119),
Resumiendo podemos clasificar al cancer colorrectal en dos grupos
principales, aquellos con inestabilidad de microsatélites alta y aquellos con
estabilidad de microsatélites, el cual de nuevo se puede subdividir en 3 grupos de
acuerdo a la expresion de CIMP; MSS CIMP-H, MSS CIMP-L y MSS CIMP-

negativo.

1.11 CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE COLON

En 2007 Jass et al ® propusieron una clasificacion molecular basada en cinco
caracteristicas: CIMP, MSI, KRAS, BRAF y el estatus de metilacion del O-6-
metilguanina ADN metiltransferasa (MGMT) componiendo asi cinco subtipos
moleculares que serian (Fig. 13):

i Cancer colorrectal esporadico MSI-H (12%) con CIMP-H vy
mutaciones en BRAF.

ii. CCR MSS con CIMP-H y mutacién del BRAF (8%).

iii. CCR MSS con CIMP-L, mutacién del KRAS y metilacion MGMT
(20%).

iv. CCR MSS con CIMP-negativo asociado con frecuencia a PAF (57%)

V. CCR MSI-H con CIMP-negativo asociado al sindrome de Lynch.
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Figura 13: Derivacion de los grupos 1 a 5 del cincer colorrectal molecular segtin el estado del CIMP (A, alto;
B, bajo; Neg, negativo) y el estado MSI (A, alto; B, bajo; S, estable). Jass JR. Classification of colorectal cancer
based on correlation of clinical, morphological and molecular features. Histopathology. 2007 Jan;50(1):113-
30. doi: 10.1111/].1365-2559.2006.02549.x. PMID: 17204026.

Esta clasificacion fue evaluada por Zlobec et al (12 en 2012 con la finalidad
de probar su valor prondstico. Sus resultados sugirieron que el modelo de Jass no
puede clasificar de manera efectiva en dichos subgrupos debido a 1a definicién de
CIMP en alto y bajo obstaculiza la clasificacién por su baja reproducibilidad
cuando se tiene en cuenta la seleccion de regiones promotoras, asi como el
método de andlisis y valores de corte del nimero de CpG encontrados.

Se han publicado diversas clasificaciones moleculares desde 2011 hasta
2014, fundamentadas en el perfil de expresidon génica del tumor, sin embargo, hay
algunas diferencias entre ellas a tener en cuenta, especialmente en cuanto al
numero de subtipos propuestos, que varia de 3 a 6 (2). Las principales
clasificaciones moleculares propuestas para el cancer colorrectal son:

a. Sistema de subtipos de cancer de colon (CCS): De Sousa E Melo et al.
(122),

a. CCS1 (49%): tumores que presentan mutaciones en KRAS y

TP53, muestran una CIN (inestabilidad cromosdémica) fuerte y

presentan una alta actividad de la cascada de sefializacién Wnt.
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b.

CCS2 (24%): tumores fuertemente enriquecidos para la fenotipo
MSI/CIMP. Presentan una abundante infiltracion de células
inflamatorias y suelen ubicarse en el colon derecho.

CCS3 (27%): tumores con la posibilidad de presentar tanto MSI
como CIN, pero se distinguen por la elevada expresion de
genes vinculados a la transicion epitelial-mesenquimal (EMT),
reestructuracion de la matriz y desplazamiento celular. Son
comunes las mutaciones en BRAF y PI3CA. Este tipo de
neoplasia se define por un pronostico desfavorable,
evidencidndose una tasa de recurrencia que supera el 50% en

los pacientes a los dos afos.

b. Sistema de Asignacion de Cancer Colorrectal (CRCA): Sadanandam et

al. (123,

a.

Tipo Células Madre: caracterizado por una sobreexpresion de
genes de la via de sefializacion Wnt y mostrando caracteristicas
de células madre mioepiteliales y mesenquimales, con baja
expresion de marcadores de diferenciacion.

Tipo Células Caliciformes: definido por una alta expresion de
ARNm de genes especificos de células caliciformes, como
MUC2 y TFF3.

Tipo Amplificacion Transitiva: es un grupo heterogéneo con
una expresion variable de genes relacionados con células
madre y la via Wnt.

Tipo Inflamatorio: este grupo muestra una alta expresion de
genes relacionados con interferones y citocinas.

Tipo Enterocito: se caracteriza por una alta expresion de genes

especificos de las células enterociticas.

c. Sistema de Subtipos Moleculares de Cancer de Colon (CCMS): Marisa
et al. (129,

a.

Cl (21%): se caracteriza por inestabilidad cromosdémica,
mutaciones frecuentes en KRAS y TP53, y supresion de vias
asociadas con la activacion del sistema inmunoldgico y EMT.

C2 (19%): presenta inestabilidad de microsatélites, (CIMP),

mutaciones frecuentes en BRAF y supresion de la via Wnt.



CAPITULO I: INTRODUCCION 67

c. C3(13%): se caracteriza por estabilidad de microsatélites (MSS),
mutacion en KRAS y delecion de vias asociadas con la
activacion del sistema inmunologico y EMT.

d. C4 (10%): a menudo muestra tanto CIN como CIMP, con
mutaciones frecuentes en KRAS, BRAF y TP53. Presenta
caracteristicas relacionadas con genes de células madre y el
fenotipo de neoplasia serrada. También hay una
sobreexpresion de vias asociadas con el proceso de EMT.

e. C5 (27%): exhibe una pronunciada inestabilidad cromosdmica,
mutaciones recurrentes en KRAS y TP53, y la elevacion en la
expresion de genes pertenecientes a la via Wnt.

f. C6 (10%): presenta inestabilidad cromosémica, mutaciones
frecuentes en KRAS y TP53, y expresion frecuente de genes
relacionados con EMT y asociados con la activacion de la via de
neoplasia serrada.

d. Subtipos intrinsecos del CRC: Roepman et al. (125,

a. Tipo A (subtipo epitelial con deficiencia de MMR): representa
el 22-35% de los casos y se asocia con una mayor proporcion de
pacientes con MSI y una alta tasa de mutacion, incluyendo
BRAF. Este grupo se considera de buen prondstico.

b. Tipo B (subtipo proliferativo epitelial): representa el 52-62% de
los casos. Muestra un fenotipo epitelial, con un indice de
proliferacion elevado, y casi todos son MSS y carecen de
mutaciones en BRAF. Los pacientes de este grupo tienen un
prondstico  intermedio, pero podrian beneficiarse de
tratamiento con quimioterapia adyuvante.

c. Tipo C: representa el 13-17% de los casos y se caracteriza por la
expresion de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT). Los
pacientes en este grupo tienen un mal prondstico y no se
benefician de la terapia adyuvante. Curiosamente, el 36% de
ellos tenia un fenotipo dMMR basado en la firma MSI/dMMR.

En resumen, todas estas clasificaciones descritas pueden generar cierta
confusion y parecer incongruentes, ya que se pueden considerar de 3 a 6 subtipos

moleculares con diferentes caracteristicas y basandose en la expresion génica, las
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similitudes son solo superficiales, mostrando inconsistencias en la interpretacion
de los subtipos de CCR. El Consorcio de Subtipificacion del CRC (CRCSC) se

formo con la finalidad de evaluar la presencia o ausencia de patrones centrales de

subtipos entre los algoritmos existentes de subtipificacion del CRC basados en la

expresion génica ®2. La clasificacion propuesta por el CRSC se detalla a

continuacion:

a. Consorcio de Subtipificacion del Cancer Colorrectal (CRCSC)(Fig. 14):

Guinney et al. ®?

a.

CMS1 (MSI-inmune, 14%): neoplasias con alta tasa de mutacion,
presentando una baja incidencia de modificaciones en el niumero
de copias somadticas (SCNAs), que exhiben MSI/CIMP,
infiltracion inmunoldgica y, con frecuencia, mutaciones en
BRAF. Se evidencia una supervivencia deficiente después de la
recaida.

CMS2 (Canonico, 37%): tumores MSS, pero también CIN, con
una fuerte activacion de la via WNT/MYC, mutacion en TP53 y
amplificacion y sobreexpresion de EGFR. Mejor supervivencia
tras la recaida en comparacion con los otros subtipos.

CMS3 (Metabdlico, 13%): neoplasias con baja inestabilidad
cromosodmica (CIN), aproximadamente el 30% de los tumores
son hipermutados, y con una mayor presencia de CIMP.
Presentan activacion moderada de la via WNT/MYC,
enriquecimiento de diversas firmas metabolicas, mutaciones en
KRAS y PI3K, asi como sobreexpresion de la proteina 2 de union
al factor de crecimiento similar a la insulina (IGBP2).

CMS4 (Mesenquimal, 23%): Neoplasias CIN heterogéneas, que
manifiestan atributos mesenquimales, con activacién del factor
de crecimiento transformante (TGF-beta) y signos de vias activas
como angiogeénesis, reestructuracion de la matriz e inflamacion
mediada por el complemento. Suelen ser diagnosticadas en
etapas avanzadas de la enfermedad (IIl y IV) y muestran el
prondstico mas desfavorable en comparaciéon con los otros

subtipos.
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CMS2 CMS3 CMS4
Canonical Metabolic Mesenchymal

14% 37% 13% 23%
MSI, CIMP high, ; Mixed MSI status, :
hypermutation SCNA high SCNA low, CIMP low SCNA high
BRAF mutations KRAS mutations
Immune infiltration WNT and Metabolic STtg)'r:n EI:(;{;IJ::;”‘
and activation MYC activation deregulation ¢

angiogenesis

Figura 14: Subtipos Moleculares del CRC. Guinney, J., Dienstmann, R., Wang, X., de Reyniés, A.,
Schlicker, A., Soneson, C., Marisa, L., Roepman, P., Nyamundanda, G., Angelino, P., Bot, B. M.,
Morris, ]. S., Simon, I. M., Gerster, S., Fessler, E., De Sousa E Melo, F., Missiaglia, E., Ramay,
H., Barras, D., Homicsko, K., ... Tejpar, S. (2015). The consensus molecular subtypes of colorectal
cancer. Nature medicine, 21(11), 1350-1356. https://doi.org/10.1038/nm.3967.

Guinney et al. identificaron cuatro subtipos moleculares y pudieron
clasificar correctamente el 78% de las muestras (4000 muestras de CRC,
principalmente estadios II y III). El estudio también informé sobre un quinto
subgrupo (13%) sin asignacion clara y que posiblemente representen un fenotipo
de transicion o heterogeneidad intratumoral.

Se puede observar una comparativa entre todas las clasificaciones

propuestas en la Figura 15.

CRCSC CCS system CRCA system  CCMS system CRCIS
CM31
MSI/ inmune CCs2 Inflamatory c2 Type A
CcMS2 Enterocite c1
Canonical [
Transit-
Cc3
cest amplifying Type B
CMS3
Metabolic Globet-like Ch5
[ ca ]
Me CMS4 ccs3 Stem-ike Type C
senchymal c6

CRCSC: Colorectal Cancer Subtyping Consorcium; CCS: Colon Cancer Subtye system; CRCA: Colorectal Cancer Assigner system;
CCMS: Colon Cancer Molecular Subtype system; CRCIS: Colorectal Cancer Intrinsic Subtypes

Figura 15: Diferentes Clasificaciones Propuestas para el CRC. Rodriguez-Salas, N., Dominguez,
G., Barderas, R., Mendiola, M., Garcia-Albéniz, X., Maurel, |., & Batlle, ]. F. (2017). Clinical
relevance of colorectal cancer molecular subtypes. Critical reviews in oncology/hematology, 109,
9-19. https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2016.11.007.
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Los biomarcadores son patrones moleculares que no solo se pueden utilizar
como herramienta para la deteccion precoz del cdncer sino también en la
individualizacion del tratamiento en pacientes con CCR, por lo que podemos
clasificarlos en tres categorias: biomarcadores diagndsticos, prondsticos o
predictivos (129,

En CCR los biomarcadores prondsticos se pueden utilizar para predecir
progresion de enfermedad, asi como predecir recurrencia temprana y mortalidad
(126127) Entre los biomarcadores prondsticos estan KRAS, que forma parte de la
familia de protooncogenes RAS de GTPasas que actiia para desactivar la
proliferacion celular. Mutaciones en este protooncogen se asocian con un mayor
riesgo recaida a distancia tras cirugia con intenciéon curativa, asi como también
con una peor supervivencia general después del tratamiento local de enfermedad
metastasica (29). Otro protooncogén pronostico en CCR es BRAF, que funciona a
través de la via RAS-RAF-MEK-ERK que regula la transcripcion celular y cuya
mutacion en V60OE se asocia con una peor supervivencia global (2.

Entre los biomarcadores predictivos, que son aquellos que van a ser
predictores de respuesta a un tratamiento especifico, son RAS (KRAS y NRAS),

BRAF, el status MSI y Her2 como se vera a continuacion.

1.13 TRATAMIENTO DEL CANCER DE COLON

El tratamiento del cancer colorrectal estd marcado por el estadio de
enfermedad al diagndstico. En general, las modalidades estdndar de tratamiento
del cancer son la quimioterapia, la cirugia y la radioterapia, y la elecciéon de la
modalidad o combinacidon de éstas dependera de las caracteristicas relacionadas
con el tumor, como la ubicacidn, el tamarno, la extension de la enfermedad, asi

como del estado funcional del paciente 130,

1.13.1 Cirugia

La reseccion quirtrgica es la modalidad principal para los pacientes con
CCR en estadios iniciales. El tratamiento con intencion curativa para el cancer de
colon consiste en la reseccion en bloque de todo el tumor, con margenes

histologicamente libres y ausencia de metdstasis ganglionares residuales o
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metdstasis en 6rganos a distancia; de lo contrario, seria una reseccion paliativa del
primario (por clinica obstructiva o perforacién en pacientes con enfermedad
avanzada) o la realizacion de una colostomia de descarga para evitar la clinica
obstructiva (%), La cirugia se puede realizar por laparotomia o laparoscopia y la
reseccion del cancer debe cumplir con los principios de la cirugia oncologica:
manipulacion atraumatica del tumor; reseccion completa con margenes
proximales, distales y radiales adecuados, extraccion en bloque del tumor vy, si es
necesario, de organos adyacentes afectados, sin abrir ni penetrar el tumor y
linfadenectomia regional completa con reseccion de al menos 12 ganglios ). En
cuanto al cancer de recto es importante destacar que la escision adecuada del
mesorrecto es el tratamiento de eleccion. En tumores del tercio superior, se indica
la excisién parcial, incluyendo 5 cm distales al tumor, mientras que en tumores
del tercio inferior y medio, se indica la escision total del mesorrecto (TME) (32,

La designacion "R" indica la presencia o ausencia de tejido tumoral residual
posterior al tratamiento quirtrgico. Se emplea la expresion "reseccién R0" cuando
el tumor ha sido extirpado completamente, con margenes histoldgicos libres de
enfermedad; "reseccion R1" cuando los margenes histologicos son positivos; y
"reseccion R2" cuando persiste tejido tumoral macroscépico. En situaciones donde
no es posible proporcionar todos estos datos, se utiliza el término "reseccién Rx".
La evaluacion prondstica segtin la clasificacion TNM se basa en la premisa de una
extirpacion completa del tumor, siendo esencial una reseccion RO para que el
tratamiento adyuvante sea curativo (133,

En el manejo quirurgico de pacientes con cancer colorrectal metastasico
(CCRm), el tratamiento estandar implica la reseccion quirtrgica combinada con
terapia sistémica. A diferencia de otros cdnceres en estadio IV, la reseccion
quirurgica del CCRm puede tener un impacto significativo en la prolongacion de
la supervivencia. En algunos casos, la extirpacion de metdstasis hepaticas y
pulmonares incluso puede llevar a una curacion (131%), Se ha evidenciado una
mejora en la supervivencia, incluso en presencia de metastasis peritoneales, en
comparacion con el enfoque sintomatico (36137, Ademas, los avances en la terapia
sistémica han contribuido a mejorar la supervivencia en casos de CCRm,

permitiendo la conversion de lesiones inicialmente no resecables a resecables (139,
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1.13.2 Quimioterapia

1.13.2.1 Enfermedad localizada

La quimioterapia adyuvante a nivel colorrectal se administra con el objetivo
de erradicar cualquier enfermedad micrometastdsica que pueda persistir después
de la cirugia, con el consiguiente aumento en la supervivencia libre de
enfermedad y la supervivencia global del paciente 3. Los foirmacos que se han
estudiado en el marco del tratamiento adyuvante del cancer de colon con
beneficios observados son el 5-fluorouracilo (5-FU), fluoropirimidina oral
(capecitabina) y oxaliplatino (130,

La eficacia del tratamiento adyuvante dependerd de la estadificacién del
tumor. Dado su excelente prondstico, los pacientes con enfermedad en estadio I
no requieren tratamiento adyuvante. En pacientes con enfermedad en estadio II,
el tratamiento adyuvante con 5-FU como monoterapia reduce el riesgo de muerte
por cancer de colon después de la reseccion del tumor primario en un 3%-5% (%0,
En pacientes con enfermedad en estadio III, los regimenes de quimioterapia que
combinan 5-FU y oxaliplatino reducen el riesgo de muerte en un 10%-25% (30

La decision de tratamiento adyuvante en pacientes diagnosticados con
cancer de colon deberia basarse en factores dependientes del paciente, como el
estado funcional (PS), la edad, las comorbilidades y las preferencias, asi como en
factores relacionados con el tumor, como la estadificacion y el grado tumoral, que
contribuyen al riesgo general de recurrencia.

El tratamiento adyuvante solo deberia recomendarse para pacientes con
enfermedad en estadio II considerados de alto riesgo, para los cuales debe estar
presente uno de los siguientes factores (130

- Namero de ganglios linfaticos resecados: <12

- Tumor poco diferenciado

- Presencia de invasion vascular, linfatica o perineural

- Estadio pT4

- Presentacion clinica con obstruccion intestinal o perforacion

En estos casos, se deberia considerar el tratamiento adyuvante con
quimioterapia basada en 5-FU, ya sea o por via oral (capecitabina). El beneficio de
agregar oxaliplatino al tratamiento adyuvante en estadios II es mas controvertido,

ya que varios estudios han mostrado resultados negativos (MOSAIC (40, C-07
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140). En pacientes de muy alto riesgo (T4 o mas de un factor prondstico
desfavorable), podria considerarse el uso de 5-FU con oxaliplatino . Como
comentado en el apartado de biomarcadores, el MSI podria ser un biomarcador
predictivo de ausencia de respuesta a fluoropirimidinas en monoterapia por lo
que en pacientes estadios II no estd indicada la adyuvancia (2.

El tratamiento adyuvante estandar en el cancer de colon estadios III es una
combinacion de fluoropirimidinas y oxaliplatino. Después de los resultados del
ensayo MOSAIC en 2004 (49, que confirm6 una disminucion del 23% en el riesgo
de recurrencia, una mejora del 6% en la supervivencia libre de eventos (EFS) y
una mejora del 2.6% en la supervivencia global en el grupo de combinacién
después de mas de 6 afos de seguimiento, se agregd oxaliplatino a la
combinacion de 5-FU+LV en infusién continua en el esquema FOLFOX como
tratamiento estdndar. Otros ensayos significativos, como el ensayo NSABP C-07
(14 y el ensayo XELOXA (42, han demostrado el beneficio de estas combinaciones
sobre la monoterapia con fluoropirimidina, el estdndar de cuidado previo.

La principal toxicidad acumulativa de wun esquema doble de
fluoropirimidina/oxaliplatino es la neuropatia periférica sensorial, para ello se
han realizado estudios para reducir el tiempo de exposicion al oxaliplatino, como
el de la International Duration Evaluation of Adjuvamnt Chemotherapy (IDEA) (43, El
estudio IDEA tuvo como objetivo llevar a cabo un metaanalisis de seis ensayos
clinicos internacionales (CALGB/SWOG 80702, IDEA FRANCE, SCOT,
ACHIEVE, TOSCA y HORG) sobre la duracion de la quimioterapia adyuvante en
el cancer de colon. El objetivo era evaluar si 3 meses de tratamiento con
oxaliplatino y fluoropirimidinas (CAPOX/XELOX o FOLFOX) no era inferior a 6
meses de tratamiento para el cancer de colon estadio III. Aunque la hipdtesis de
no inferioridad no se confirmé en el andlisis general, el estudio contenia analisis
de subgrupos preespecificados basados en el tipo de tratamiento (CAPOX/XELOX
o FOLFOX) y las los estadios tumorales T y N. Los pacientes que recibieron
FOLFOX durante 3 meses tuvieron un mayor riesgo de recurrencia en
comparacion con aquellos que recibieron tratamiento durante 6 meses; sin
embargo, en el subgrupo tratado con CAPOX/XELOX, se cumplio el criterio de no
inferioridad para la terapia de 3 meses en comparacion con la de 6 meses. En
cuanto a la interpretacién de los andlisis de subgrupos basados en el estadio

tumoral, la duracién de 3 meses tuvo una eficacia inferior en los tumores T4 en
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comparacion con la duracién de 6 meses. Finalmente, se realizd un analisis
exploratorio combinando de los estadios T1-3N1 (riesgo bajo) y T4 o N2 (riesgo
alto); el criterio de no inferioridad se cumplié en los tumores de bajo riesgo, pero
no en los tumores de alto riesgo. Los autores del estudio propusieron una
estrategia de tratamiento adyuvante basada en el riesgo. Para los tumores T1-3N1,
sugirieron que 3 meses de tratamiento pueden ser suficientes, especialmente
cuando se utiliza CAPOX/XELOX. En contraste, para los tumores T4 o N2,
sugirieron un tratamiento adyuvante mas prolongado (6 meses), especialmente si
se va a utilizar FOLFOX.

1.13.2.2 Enfermedad metastisica

En el CCR metastasico, el uso de quimioterapia suele combinarse con
anticuerpos monoclonales tales como los dirigidos contra el EGFR (cetuximab y
panitumumab), VEGF (bevacizumab, aflibercept y ramucirumab), HER2
(trastuzumab y lapatinib), farmacos dirigidos contra mutaciones en BRAF
(encorafenib, binimetinib) asi como inmunoterapia (anti-CTLA4 y antiPD-1) con
la finalidad de inhibir el crecimiento tumoral, aumentar las tasas de respuesta y
prolongar la supervivencia (130144,

El tratamiento del CCRm se basa en el 5-FU, y la adicion de oxaliplatino y/o
irinotecan mejora la tasa de respuesta y la supervivencia 3. FOLFOX y FOLFIRI
se consideran igualmente efectivos, y varios agentes dirigidos contra el EGFR
(cetuximab y panitumumab) o contra la via del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (bevacizumab y ramucirumab, o el aflibercept) han demostrado
un mayor beneficio cuando se combinan con quimioterapia o en monoterapia,
como en el caso de los anti-EGFR @30, Un analisis retrospectivo exploratorio del
ensayo CALGB/SWOG 80405 (%) se realizd en pacientes con CCRm con RAS no
mutado para evaluar el impacto de la lateralidad del tumor primario (PTL). Se
descubri6é que los pacientes con tumores KRAS no mutados del lado izquierdo
tratados con cetuximab experimentaron un aumento en la supervivencia global
(OS) y la supervivencia libre de progresion (PFS), mientras que los pacientes con
tumores del lado derecho tratados con bevacizumab tuvieron un aumento en la
OS, confirmando el beneficio limitado de las terapias anti-EGFR en los tumores
del lado derecho.
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En casos seleccionados, cuando el objetivo es la reduccién del estadio (en
una terapia de conversion de no resecable a resecable) o en el cancer de colon del
lado derecho con mutaciones BRAF V600E, se debe considerar un esquema triple
(FOLFOXIRI), que puede combinarse con bevacizumab (130146,

En pacientes con enfermedad dMMR/MSI-H, el pembrolizumab en primera
linea demostré una mejora en cuanto a supervivencia libre de progresion (PFS),
su objetivo principal (4.

La segunda linea de tratamiento dependera principalmente del tratamiento
recibido en una primera linea, en aquellos que recibieron una primera linea
basada en oxaliplatino (FOLFOX o CAPOX/XELOX), seria aconsejable el
tratamiento de segunda linea con irinotecdn en combinaciéon con una
fluoropirimidina o en monoterapia. Por otro lado, aquellos tratados en una
primera linea con irinotecan (FOLFIRI) podrian recibir tratamiento de segunda
linea basada en oxaliplatino (FOLFOX o CAPOX). Independientemente del estado
mutacional del Ras, la lateralidad y si se utilizo bevacizumab en primera linea, el
tratamiento de segunda linea debe estar basado en quimioterapia combinada con
un agente antiangiogénico 3. Para pacientes con CCRm tratados previamente y
con mutacion BRAF V600E, se recomienda encorafenib-cetuximab como la mejor
opcidn en segunda linea (49,

En tercera linea, la utilizacion de anti-EGFR en monoterapia ha demostrado
actividad, especialmente en pacientes con RAS-wt. También estd aprobado en esta
linea el regorafenib, un inhibidor multiquinasa oral que ha mostrado beneficios
en la supervivencia segin los datos del estudio CORRECT 4). Ademas, la
combinacion de trifluridina-tipiracilo (TAS-102), que incluye trifluridina, un
analogo de nucledsido basado en timidina, con clorhidrato de tipiracilo, un
inhibidor de la timidina fosforilasa, ha demostrado beneficios en la supervivencia
global en su ensayo pivotal (5. Esta combinacion, junto con bevacizumab, ha
mejorado atin mas estos resultados 15Y. Para pacientes con amplificacion del Her2,
los tratamientos dirigidos al bloqueo de Her2, como trastuzumab y lapatinib, han
exhibido una actividad antitumoral significativa, como se evidencia en el ensayo
HERACLES @52,
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1.13.3 Radioterapia

La radioterapia desempefa un papel esencial en el enfoque de tratamiento
multimodal para el cancer de recto, en conjunto con la intervenciéon quirdrgica y
la quimioterapia. Los objetivos principales incluyen la reduccion de la recurrencia
local, el mejoramiento de las tasas de preservacion del esfinter, la disminucion de
las tasas de recurrencia local y el aumento de la supervivencia, especialmente
cuando se combina con la escision total del mesorrecto (. La radioterapia
neoadyuvante constituye una parte integral del tratamiento estdndar para el
cancer de recto en etapas localmente avanzadas. Se distinguen dos modalidades:
la radioterapia de corta duracion (SCRT), que se completa en 5 fracciones durante
una semana, y la quimiorradioterapia de larga duracion (LCCRT), la cual se
extiende a lo largo de varias semanas, a menudo combinada con quimioterapia
concomitante (159,

Aunque las terapias sistémicas y la cirugia siguen siendo pilares
fundamentales en el manejo del cancer colorrectal metastasico, la radioterapia
desempena un papel distintivo al aliviar sintomas, controlar la enfermedad local
y explorar combinaciones innovadoras con tratamientos = sistémicos.
Comunmente, se recurre a la radioterapia paliativa para mitigar sintomas,
especialmente cuando las metdstasis afectan los huesos o generan complicaciones
obstructivas. Su objetivo primordial es mejorar la calidad de vida al reducir el
dolor, controlar el sangrado y aliviar, como se mencion6 previamente, los
sintomas obstructivos. En casos de enfermedad oligometastasica, la radioterapia
puede considerarse con el propdsito de lograr el control de la enfermedad y
potencialmente prolongar la supervivencia %. Cada vez, se emplea mas la
radioterapia estereotdctica corporal (SBRT) para abordar con precision las

lesiones, presentando una alternativa a la intervencion quirargica.

1.14 IMPLICACIONES CLINICAS DE LOS SUBTIPOS MOLECULARES DEL CANCER DE
COLON

Los estudios clinicos llevados a cabo por el Consorcio de Subtipificacion del
Cancer Colorrectal revelaron disparidades sustanciales entre los diversos subtipos

en lo que respecta a la localizacion, el género, el grado histopatoldgico y la etapa
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en el momento del diagndstico. Asimismo, se observaron divergencias
significativas en la Supervivencia Libre de Enfermedad (DFS), la Supervivencia Libre de
Recaida (RFS) y la Supervivencia Después de Recaida (SAR) @2,

Los pacientes que presentan tumores con inestabilidad de microsatélites
(MSI) en estadios iniciales, predominantemente asociados con los canceres CMSI,
exhiben un prondstico mas favorable en comparaciéon con aquellos que presentan
tumores microsatelitales estables (MSS) (1%). Los canceres en estadio II con MSI
muestran una baja tasa de recurrencia, lo que generalmente resulta en la no
recomendacién de quimioterapia adyuvante para estos pacientes (). En
referencia a la seccién de quimioterapia, se destaca que los pacientes con tumores
MSI en estadio III no obtienen beneficios del tratamiento exclusivo con fluoracilo,
pero responden positivamente al tratamiento adyuvante que combina
fluorouracilo con oxaliplatino. Es importante sefialar que la deteccién temprana
de los tumores CMS]1 se asocia con un mejor prondstico, en parte debido a la
presencia de poblaciones especificas de células T, como linfocitos T citotdxicos
CD8+, células T auxiliares tipo 1 CD4+ activadas (Th1) y células asesinas naturales
(NK). Estos tumores CMSI1 son mas prevalentes en el colon derecho y presentan
una supervivencia reducida después de la recaida, con una media de 9 meses 2.

Aproximadamente el 39% de los canceres CMS2 son estadios III en el
momento del diagndstico y la supervivencia global a los cinco afios para todos los
estadios de CMS2 es la mds alta de cualquier subtipo, con un 77%, en
comparacion con el 73%, 75% y 62%, respectivamente, para CMS1, 3 y 4 ®2,
Ademas, los canceres CMS2 se encuentran de manera mas comun en el colon
izquierdo (59%) y con tasas de supervivencia mas altas después de la recaida (35
meses).

Los tumores CMS3 en enfermedad localizada presentan una SG peor que
los tumores CMS2, pero mejor que los tumores CMS1, aunque no son
estadisticamente significativos ®?. La supervivencia libre de recurrencia (RFS) de
CMS3 no difirié de CMS1, CMS2 y CMS54, y la SG de los pacientes con tumores de
CMS3 y CMS4 fue comparable en pacientes con enfermedad metastasica 2.

En comparacion con los otros subtipos moleculares, los canceres CMS4
tienen un prondstico desfavorable, con la peor supervivencia global a los 5 afos
(62%) y la peor supervivencia libre de recurrencia (60%) ®?. Los pacientes con

CMS4 no muestran beneficios del tratamiento sistémico, a pesar de que se
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recomienda la adyuvancia para pacientes con estadios III (%),
Independientemente del estado de mutacion de KRAS (122, los canceres de CMS4

son resistentes a la terapia anti-EGFR en la enfermedad metastasica.

1.15 MICROAMBIENTE INMUNE TUMORAL

1.15.1 Macréfagos

Existe una variedad de células estromales no malignas presentes en el
microambiente tumoral que podrian influir de forma activa en la progresion del
cancer. Especificamente en tumores solidos, los macrofagos asociados a tumores
(TAMs) son una de las poblaciones mas representadas y tienen un papel
importante en los procesos invasidn, angiogénesis y el desarrollo de metdstasis
(158),

Los macrofagos (Fig. 16) son células fagociticas del sistema inmunitario que
desempenan un papel fundamental en la respuesta inmunitaria innata y se
generan a partir de monocitos circulantes que, al activarse, sufren cambios
morfoldgicos y funcionales para transformarse en macrofagos maduros. Los
macrofagos tienen funciones efectoras que les permiten eliminar patdgenos
invasores de manera eficiente, tales como la fagocitosis, la secrecion de péptidos
antimicrobianos, la oxidacion, la produccién de nitrégeno y la secrecion de
citocinas y quimiocinas (. También desempenan un papel central en la
homeostasis y la reparacion de los tejidos, promoviendo la angiogénesis y la
formacion de tejido de granulacion durante la cicatrizacion de heridas y facilitan
la regeneraciéon tisular al producir factores de crecimiento e interactuar con

células madre (158159),
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Figura 16: Cambios funcionales, morfolégicos y funciones de los macréfagos. Mantovani, A.,
Marchesi, F., Malesci, A., Laghi, L., & Allavena, P. (2017). Tumour-associated macrophages as
treatment targets in oncology. Nature reviews. Clinical oncology, 14(7), 399—416.
https://doi.org/10.1038/nrclinonc.2016.217.

Los macréfagos son una poblacion celular extremadamente diversa que, en
respuesta a las sefiales ambientales locales, puede adoptar diversos fenotipos y
funciones. En tejidos normales, estos pueden diferenciarse en células microgliales
en el cerebro, células de Kupffer en el higado y células de Langerhans en la piel.
De manera andloga, en los tejidos tumorales, los TAMs también exhiben
respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. La inflamacion
vinculada al tumor representa una de las complejidades distintivas del cancer,
especialmente debido a la infiltracion enriquecida por macréfagos derivados de

monocitos.

1.15.1.1 Polarizacion macrofigica, macréfagos M1 y M2

Los macrofagos son células extremadamente plasticas que son capaces de

responder y adaptarse a estimulos externos y cuando se activan liberan
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numerosos factores que podrian influir en el comportamiento de las células
tumorales y otras células del estroma tumoral. La capacidad de los macréfagos
para adaptarse a su entorno ha llevado a la identificacion de dos fenotipos
polarizados principales de macroéfagos 199, Con la presencia de factores como el
lipopolisacdrido (LPS), el interferon (INF)-gamma o el factor de necrosis tumoral
(TNF)-alfa, los macrofagos adoptan un fenotipo proinflamatorio (M1), con alta
capacidad de presentacion de antigenos, expresion de dxido nitrico sintasa 2
(NOS2), asi como muchas citocinas proinflamatorias (IL1-Beta, IL6, IL12, IL23 y
TNF). En el otro extremo se encuentran los macréfagos M2, inducidos por
factores como IL4, IL10, IL13 o glucocorticoides, que producen citocinas
antiinflamatorias, en concreto factor de crecimiento transformante (TGF)-Beta e
IL10, y se caracterizan por su efecto secuestrante, angiogénico, y propiedades pro-
invasivas. Muchos factores producidos por los macréfagos M2 acttian a favor de
la progresion tumoral, estimulando el crecimiento tumoral y la angiogénesis
(158,160)

El clister de diferenciacion (CD), también conocido como grupo de
designacion o determinante de clasificacion, es utilizado para la identificacion e
investigacion de moléculas de la superficie celular cuyo objetivo es proporcionar
informacion para el inmunofenotipado de células mediante inmunohistoquimica.
Los macrofagos, al igual que sus monocitos parentales, expresan CD14, un
correceptor de TLR4, que se ha utilizado comunmente para identificar
macrofagos y monocitos de la mucosa intestinal y la sangre periférica
respectivamente (161). Los CD14, CD68 y CD11b son marcadores globales de
macrofagos. Para poder diferenciar entre sus fenotipos M1 y M2, existen
marcadores especificos que se detallan a continuacion (Fig. 17). Para los
macroéfagos M1: CD80, CD86, CD64 y CD32. Y, para los macréfagos M2: CD206,
CD163 (altamente especifico) y CD68 (162,
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1.15.1.2 Rol de los macrofagos en el frente infiltrativo del tumor. Progresion y prondstico

Varios estudios clinicos y epidemioldgicos han destacado una sélida
asociacion entre la infiltracion de TAMs, a menudo con el fenotipo M2, y un
prondstico desfavorable, con una reduccion en la supervivencia global en
diversos tipos de tumores como melanoma, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de rindn y cancer de vejiga. La alta presencia tumoral tanto de macroéfagos
CD14+ como de CD163+ se asocia con un peor prondstico en pacientes con cancer
colorrectal, aunque la evidencia es variada 15169, Algunos estudios indican que
una mayor infiltracion de macrofagos esta relacionada con estadios tumorales
mas avanzados y un pronostico desfavorable, mientras que otros sugieren que las
TAMs se vinculan a una mejor supervivencia en el cadncer colorrectal y a una
menor probabilidad de desarrollar metdastasis hepaticas. Nagorsen et al. (169
observaron una mejor supervivencia en el cancer colorrectal con macrdfagos
CD163+ (M2), pero no evaluaron la presencia de macrofagos M1. Por su parte,
Algars et al. (%) encontraron que una baja proporcién de M1/M2 resulté en una
enfermedad con tasas mas elevadas de recurrencia. En base a la literatura y la
evidencia contradictoria, se infiere que ambos subtipos de macrofagos en el
cancer colorrectal sugieren que el equilibrio entre los macrofagos M1 y M2 (Fig.

18) podria ser crucial para la evolucién del paciente (1510165  Recientemente,
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Braster et al. (%) describid esta relacion entre la infiltracion de macréfagos en el

cancer colorrectal y su posible papel en el tratamiento de estos tumores.
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Figura 18: Caracteristicas de los macrofagos M1 y M2. Anfray, Clément & Ummarino,
Aldo & Torres Andén, Fernando & Allavena, Paola. (2019). Current Strategies to Target Tumor-
Associated-Macrophages to Improve Amti-Tumor Immune Responses. Cells. 9. 46.
10.3390/cells9010046.

Se describe en la literatura que los macrofagos MO o inactivados presentan
una morfologia ligeramente alargada con un frente bien definido, mientras que
los macréfagos proinflamatorios M1 adoptan una forma redonda, y los
macroéfagos M2 (CD163+) o antiinflamatorios también exhiben una morfologia
alargada (9. McWhorter et al. (%9 observaron que los macréfagos muestran
distintos grados de elongacion cuando se estimulan hacia los fenotipos M1 o M2
con citoquinas in vitro, lo que indica que el cambio en las formas de los
macrofagos es un fendmeno plastico y depende de modificaciones en la matriz
extracelular, a su vez condicionada por el estimulo presente en el microambiente
circundante. En una investigacion realizada por Xu et al. (%), se demostr6 que el
fenotipo M2 con forma redonda promueve la neovascularizacion, indicando que

la isoforma redonda no es exclusiva del fenotipo M1.
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1.15.2 Infiltracion tumoral por linfocitos T

Los linfocitos T CD3+ constituyen aproximadamente el 10-20% de la
poblacion de leucocitos deciduales humanos en el primer trimestre del embarazo
(Heikkinen et al., 2004) (70170, Estas células juegan un papel fundamental en la
respuesta inmunitaria, particularmente en el contexto de la inmunidad tumoral y
viral.

Dentro de esta subpoblaciéon CD3+, se ha observado que el 40-75% son
linfocitos T citotdxicos CD8+ (CTLs), los cuales son esenciales para la eliminacion
de células infectadas por virus y células neoplasicas a través de mecanismos de
lisis celular mediada por perforina y granzimas, asi como por la induccién de
apoptosis via el ligando Fas/FasL(70172),

Por otro lado, aproximadamente el 30-45% de la subpoblacion CD3+
corresponde a las células T colaboradoras CD4+ (Th)(7. Estas células son
cruciales para la coordinacion de la respuesta inmunitaria adaptativa, actuando
mediante la secrecion de citocinas que modulan la actividad de otros linfocitos T,
células B y macréfagos, y promoviendo la activacion y proliferacion de estas
células.

Ademas, una pequefia proporcién de esta subpoblaciéon incluye células T
mucosas que expresan receptores de células T (TCR)-y/0 y TCRap+, asi como
células T natural killer (NKT)@7".

La comprension detallada de la composicion y funciones de estas
subpoblaciones de linfocitos T es crucial para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas en oncologia, especialmente en lo que respecta a la inmunoterapia
dirigida y la modulacién del microambiente tumoral.

Como se ha comentado previamente, las células T CD8+ son un tipo
especifico de células del sistema inmunoldgico que desempenan un papel crucial
en la defensa del cuerpo contra patogenos intracelulares, como virus y bacterias,
asi como en la vigilancia y eliminacion de células tumorales.

Estas células, también conocidas como linfocitos T citotdxicos (CTLs), se
generan en el timo y expresan el correceptor CD8, que consta de las cadenas
CD8a y CD8p3, y su capacidad de reconocimiento se dirige hacia péptidos que se

unen a moléculas MHC de clase I presentes en todas las células nucleadas 173,
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Al momento en que una célula T CD8+ identifica un antigeno especifico y se
activa, despliega tres mecanismos para erradicar las células infectadas o malignas
(173).

- En primer lugar, secreta citocinas como TNF-a e IFN-y, que tienen
efectos antimicrobianos y antitumorales.

- En segundo término, emplea granulos citotoxicos que albergan
perforinas y granzimas. Las perforinas crean poros en la membrana de
la célula objetivo, permitiendo que las granzimas ingresen y
desencadenen la apoptosis celular.

- La tercera forma de destruccion involucra la interacciéon de Fas/FasL.
Las células T CD8+ activadas expresan FasL en su superficie, lo que se
une al receptor Fas en las células diana, desencadenando una cascada
de sefializacion que resulta en la apoptosis de la célula objetivo.

Como se mencion6 anteriormente, las CTLs son cruciales para la respuesta
inmune contra el cancer. A lo largo de la progresiéon del cancer, las CTLs
experimentan disfuncion y agotamiento debido a la tolerancia generada, asi como
a la inmunosupresion dentro del microentorno tumoral (TME), lo que promueve
la resistencia inmunolodgica adaptativa. Las fibroblastos asociados al cancer
(CAFs), los macrofagos M2 y las células T reguladoras (Tregs) podrian crear
barreras inmunoldgicas contra las respuestas inmunitarias antitumorales
mediadas por los linfocitos T CD8+ (174, Por lo tanto, éstas deben ser preparadas y
activadas hacia las CTL efectoras en un proceso llamado ciclo de inmunidad
tumoral para generar respuestas inmunitarias antitumorales duraderas y
eficientes. El proceso de activacion de las células CD8+ T se dirige esencialmente
como un trabajo de corroboracion entre las células de la inmunidad innata,
incluidas las células dendriticas (DC) y las células asesinas naturales (NK), con las
células CD4+ T en la inmunidad adoptiva 074, Tras la activacion, las CTL efectoras
se infiltran en el nucleo o frente invasor del tumor y desempenian roles esenciales
para eliminar las células cancerosas.

Diversos estudios han demostrado que altas densidades de células T CD8+
infiltrantes se asocian con una mejora en la supervivencia libre de enfermedad y
en la supervivencia global en el cancer colorrectal. Naito et al. 7 demostraron
que la infiltracion de tumores por células T CD8+ mejora el prondstico en el CCR.

Desde entonces, un numero sustancial de estudios también ha examinado el papel
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de las células T CD8+, y hoy en dia, se acepta su impacto prondstico positivo en el
CCR a76-179),

1.15.3 Inmunoscore

El inmunoscore ha emergido como una herramienta poderosa para evaluar
la respuesta inmunitaria en el microambiente tumoral y proporcionar
informacién prondstica adicional a la clasificacion TNM, para asi poder predecir
el prondstico y la respuesta a los tratamientos disponibles.

El inmunoscore se basa en la cuantificacion de linfocitos T, especificamente
los linfocitos T CD3+ y CD8+, en dos regiones del tumor: el centro del tumor (CT)
y en el margen invasivo (MI)1%0. Este enfoque se fundamenta en la premisa de
que una mayor infiltracién de linfocitos T en estas areas se correlaciona con una
mejor respuesta inmunitaria antitumoral y, por ende, un mejor prondstico.

El inmunoscore se obtiene mediante la identificacion de los linfocitos T
CD3+ y CD8+ por inmunohistoquimica, y las densidades de estas células en el CT
y MI se cuantifican y se combinan para generar una puntuacion total que varia de
bajo (I0) a alto (I4)(%9. Un inmunoscore alto indica una mayor infiltracion de
linfocitos T y se asocia con una mejor supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global (80,

Diversos estudios han validado la utilidad clinica del inmunoscore en CCR.
Galon et al.(8) demostraron que los pacientes con un inmunoscore alto tenian una
mayor supervivencia en comparacion con aquellos con un inmunoscore bajo. En
este estudio, se observd que el inmunoscore tenia un valor prondstico
independiente y superior al de la clasificacion TNM, lo que sugiere su potencial
para mejorar la estratificacion del riesgo en pacientes con CCR.

Pages et al.'82 llevaron a cabo una validacion internacional del inmunoscore
en un gran cohorte de pacientes con cancer de colon. Los resultados confirmaron
que el inmunoscore era un predictor independiente de recurrencia y
supervivencia, destacando su robustez y aplicabilidad clinica. Este estudio
también subrayd la importancia de la estandarizacion de las técnicas de
cuantificaciéon y la necesidad de validacion en estudios multicéntricos para

asegurar su implementacion generalizada.
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El impacto del inmunoscore en la practica clinica es significativo,
especialmente en el contexto de la inmunoterapia. Los pacientes con un
inmunoscore alto, que indica un microambiente tumoral mas inmunogénico,
pueden ser mas receptivos a terapias basadas en la modulacidon del sistema
inmunitario, como los inhibidores de puntos de control inmunitario®. Esto abre
nuevas vias para la medicina personalizada en CCR, permitiendo la seleccion de
tratamientos basados en el perfil inmunitario del tumor.

Ademas, el inmunoscore podria integrarse en algoritmos de decisién clinica
junto con otros marcadores moleculares y clinicos para proporcionar una
evaluacion mas completa del prondstico del paciente. La combinacién de datos
inmunologicos, genéticos y clinicos podria revolucionar la manera de como
tratamos al CCR.

1.16 MICROBIOTA

La microbiota intestinal humana consiste aproximadamente en 100 billones
de microorganismos, incluyendo bacterias, arqueas, hongos y otros eucariotas
unicelulares, y en algunos casos, helmintos, asi como familias de virus (Fig. 19)
183, Todos ellos forman una red altamente compleja de interacciones entre si y con

el huésped, convirtiéndose en un aspecto relevante de la salud humana.

Bacteria (70%) Fungl (0.1%)

Virus

Helminths
10%-10"

1%a0)

Figura 19: Composicion de la microbiota. Cells 9(1):46. December 2019.
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La microbiota intestinal difiere entre los individuos y el desarrollo de la
microbiota es el resultado de las interacciones entre los procesos fisiologicos en el
huésped y los microorganismos que se introducen desde el entorno.

La dieta desempefa un papel indispensable en la composicion de la
microbiota ya que es el punto de entrada para la mayoria de los factores exdgenos
que acceden al tracto digestivo. La microbiota intestinal es clave para el
procesamiento de nutrientes y, en consecuencia, para la sintesis de metabolitos
necesarios para los procesos inmunoldgicos y la generacion de senales
significativas para la funcidon celular (8. La microbiota, las células epiteliales
mucosas, los componentes probidticos transmitidos por los alimentos y pequefias
moléculas como hormonas, enzimas, mucosidad y sales biliares constituyen un
complejo microecosistema intestinal, que desempefia un papel importante en la
inmunidad del huésped y puede influir en numerosos procesos bioldgicos criticos
en la carcinogénesis, incluido el equilibrio entre la proliferacién y la muerte
celular (189,

En las tultimas décadas, se ha prestado una creciente atencion al papel de la
infeccion microbiana en la carcinogénesis y se sospecha que estan involucrados en
aproximadamente el 20% de los canceres, especialmente el CCR (%), Se sabe bien
que en los canceres digestivos algunos patdgenos, como Helicobacter pylori, han
estado directa y fuertemente vinculados al cancer gastrico; sin embargo, el posible
papel de la infeccion en el CCR sigue siendo controvertido (5.

Cuando se altera el equilibrio de la microbiota, el epitelio intestinal y el
moco pueden ser modificados y quedar mas expuestos a microorganismos
patogenos y otros factores agresivos que pueden dafiar el colon y ser el comienzo
del desarrollo del CCR (%189, Una vez que se inicia el tumor, su interaccién con su
microentorno local y sus efectos sistémicos en el huésped son fundamentales para
el desarrollo y tratamiento del CCR.

En las dos ultimas décadas, se han alcanzado diversos hitos en la
exploracion de la posible correlacion entre la microbiota y el cancer colorrectal
(CCR). Los andlisis gendémicos han revelado una conexiéon entre la familia
Fusobacterium y la aparicion del CCR, siendo esta especie detectada con mayor
frecuencia en tejidos carcinogénicos que en tejidos saludables (%7,

En 2013, se ampli6 el entendimiento sobre cémo la microbiota puede

modular la tumorigénesis. Cientificos de la Universidad de Michigan hicieron un
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descubrimiento significativo al extraer muestras de la microbiota intestinal de
ratones con CCR y trasplantarlas en ratones libres de gérmenes. Se observo que
los ratones que recibieron la microbiota fecal de ratones con CCR experimentaron
un mayor desarrollo tumoral en comparacion con aquellos que recibieron la
microbiota fecal de ratones sanos (%9,

Esta investigacion resalta que la pérdida del equilibrio microecologico entre
la microbiota intestinal humana y el CCR ha adquirido un papel crucial en el
estudio de la patogénesis del CCR. Ademads, este desequilibrio puede abrir
nuevas perspectivas para su tratamiento, complementando asi las investigaciones

sobre mutaciones genéticas y factores hereditarios (5.
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II - JUSTIFICACION

El cancer colorrectal (CCR) se presenta como una entidad clinica y
bioldégicamente diversa, lo que ha llevado a la necesidad de estrategias mas
precisas para su caracterizacion y tratamiento. Una de las 4dreas de investigacion
mas prometedoras en este sentido es la Clasificacion Molecular de Subtipos de
Consenso (CMS) del CCR. Este enfoque permite una comprensién mas profunda
de la heterogeneidad molecular del CCR y su asociacién con varios aspectos
clinicos y bioldgicos, como las caracteristicas clinico-patoldgicas, la infiltracion de
macrofagos, el inmunoscore y la microbiota intestinal. A continuacion, se
exploraran las razones fundamentales por las cuales esta investigacion es esencial

para avanzar en el conocimiento y tratamiento del CCR.

2.1. PRECISION EN EL TRATAMIENTO Y MEDICINA PERSONALIZADA

La clasificacion CMS ofrece una vision tunica de la heterogeneidad
molecular del CCR, lo que permite la identificacion de subtipos con perfiles
moleculares especificos. Este conocimiento es fundamental para disenar
estrategias de tratamiento mas precisas y personalizadas. Al comprender la firma
genética de cada subtipo, los oncologos pueden adaptar los tratamientos para
optimizar la eficacia y minimizar los efectos secundarios, abriendo asi el camino
hacia una medicina personalizada. Investigar esta clasificacion es esencial para
avanzar hacia una medicina de precisiéon que se adapte a la diversidad biologica
del CCR.

2.2. VALOR PRONOSTICO Y OPTIMIZACION DE LA GESTION CLINICA

La relacidn entre la clasificacion CMS y las caracteristicas clinico-patologicas
ofrece informacion valiosa para la prediccion de resultados y la gestion clinica. Al
conocer la asociacion entre los subtipos CMS y la progresion de la enfermedad, se
pueden tomar decisiones mas informadas sobre el manejo clinico de los pacientes.

Esto no solo mejora la precision en la prediccion del prondstico, sino que también
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permite una planificacion mads efectiva del tratamiento y una atenciéon mas

personalizada.

2.3. MICROENTORNO TUMORAL E INMUNIDAD

La relacion entre la clasificacion CMS vy la infiltracion de macréfagos y el
inmunoscore proporciona una vision detallada del microentorno tumoral y la
respuesta inmunologica. Esta comprension es esencial para el desarrollo de
terapias inmunomoduladoras. Identificar subtipos asociados con respuestas
inmunoldgicas especificas puede guiar el uso de terapias dirigidas a potenciar la
respuesta inmunoldgica, como la inmunoterapia, mejorando asi las opciones

terapéuticas para los pacientes.

2.4. MICROBIOTA INTESTINAL Y SU IMPACTO EN EL CCR

La relacién entre la clasificacion CMS y la microbiota intestinal abre un
fascinante campo de investigacion sobre la influencia de la flora intestinal en el
desarrollo y progresion del CCR. Investigar esta correlacion puede revelar cémo
la microbiota influye en el desarrollo y la progresion del cancer. Comprender
estas interacciones podria llevar al desarrollo de intervenciones dirigidas a la
microbiota, ofreciendo nuevas estrategias para mejorar los resultados del

tratamiento y la prevencion del CCR.

2.5. DESCUBRIMIENTO DE BIOMARCADORES PARA DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO

La clasificacion CMS no solo proporciona informacion sobre la
heterogeneidad molecular, sino que también puede ser un recurso invaluable
para el descubrimiento de biomarcadores. Estos biomarcadores pueden tener
aplicaciones significativas en el diagnostico temprano, la estratificacion del riesgo
y el seguimiento del tratamiento. Este enfoque ofrece la posibilidad de desarrollar
herramientas de diagndstico mas precisas y estrategias de seguimiento mas

efectivas.

2.6. AVANZANDO EN EL CONOCIMIENTO CIENTIFICO
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La investigacion de la clasificacion CMS y su correlacion con diversos
aspectos clinicos y bioldgicos no solo tiene aplicaciones clinicas inmediatas, sino
que también contribuye al avance del conocimiento cientifico en general. A
medida que se profundiza en estas asociaciones, se abren nuevas oportunidades
para la identificacion de dianas terapéuticas, la mejora de la clasificacion
molecular y la comprension maés profunda de los mecanismos bioldgicos
subyacentes al CCR.

En conclusion, la investigacion en la clasificacion CMS del CCR y su
correlacién con aspectos clinicos y biologicos es esencial para avanzar en la
comprension y tratamiento de esta enfermedad. Este enfoque multidisciplinario
no solo mejora la precision del tratamiento y la gestion clinica, sino que también
contribuye al conocimiento cientifico global, llevando consigo el potencial de
mejorar significativamente los resultados para los pacientes con céancer

colorrectal.
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III - HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

El presente proyecto parte de la hipotesis de que podria haber una relacion
entre los subtipos moleculares del cancer colorrectal y la presentacion clinica y
patologica al diagnostico, los patrones de diseminacion y la supervivencia, asi
como su relacion con la microbiota, el inmunoscore y la infiltracion por
macréfagos. De ser asi, el conocimiento de esta relacion podria facilitar el manejo
de la enfermedad en cuanto al diagndstico, clasificacion y tratamiento 6ptimo de
estos pacientes, asi como el seguimiento de los mismos.

Se podria llegar a clasificar al cancer de colon en subtipos moleculares por
inmunohistoquimica ya que la clasificacion transcriptomica no siempre estd

disponible en la practica clinica.

3.2 OBJETIVO PRIMARIO

Clasificar el cancer colorrectal en subtipos moleculares mediante la
aplicacion de técnicas avanzadas de inmunohistoquimica y correlacionar los

subtipos con las caracteristicas clinico-patoldgicas y pronostico.

3.3 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Investigar la relacion existente entre los subtipos moleculares del cancer de
colon, el inmunoscore y el porcentaje de infiltracion tumoral por macréfagos.
Explorar las posibles relaciones de los subtipos moleculares con la

composicion de la microbiota intestinal.
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IV - MATERIALES Y METODOS

4.1 DISENO:

Estudio de cohorte observacional retrospectivo

4.2 LUGAR DEL ESTUDIO:

Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena, Region de
Murcia. Es un centro terciario, con 667 camas de Hospitalizacion. El Servicio de
Oncologia abarca una poblacion de 390.000 pacientes aproximadamente,

correspondiente a dos Areas Sanitarias (II y VIII).

4.3 MUESTRA:

Sobre una base de datos de pacientes con CRC, ya existente, no publicada
previamente, del departamento de Anatomia Patoldgica, se estratificd en tipos
histologicos de la OMS. A partir de ahi se selecciond una serie de 255 pacientes
con representacion de todos los tipos histoldgicos, tanto en enfermedad localizada
como metastasica, con material suficiente para estudio y seguidos por el Servicio
de Oncologia Médica del Hospital General Universitario Santa Lucia de
Cartagena. Un patdlogo selecciond las muestras de reseccion utilizando ntcleos
de microarray tisular (TMA). Se analizaron variables demograficas,
histopatoldgicas y clinicas. La clasificacion molecular, el inmunoscore y Ia

infiltracién de macrofagos se determinaron mediante inmunohistoquimica.

4.3.1 Construccion de microarrays tisulares

Se extrajeron nucleos de dos regiones por caso, seleccionadas por un
patdlogo, para construir TMAs utilizando un microarray tisular manual (MTA-1,
Beecher Instruments, Wisconsin, EE. UU.). Se tomaron dos nucleos (1,5 mm de

didmetro, drea total muestreada = 3,53 mm?) por caso en el frente de invasion,
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seleccionados por un patologo experimentado especialista en la seccion de
tumores gastrointestinal (J.G-S.) tras revisar la seccion completa de H&E
correspondiente. Para verificar la representatividad, se reevalud la puntuacién
inmunoldgica y el tumor budding en secciones completas en un subconjunto
aleatorio del 15,0 % (n = 38) y la concordancia entre la secciéon completa y el TMA

fue excelente para la puntuacion inmunoldgica y el tumor budding.

4.4 VARIABLES:

4.4.1 Variables demograficas:

Fecha de nacimiento, edad al diagndstico (en afios), sexo
(femenino/masculino), etnia (blanca, amarilla, bereber) y calidad de vida del
paciente (escala ECOG).

4.4.2 Variables histopatologicas

Histologia (convencional / serrado / mucinoso / con inestabilidad de
microsatélites-MSI / cribiforme-comedo), grado de diferenciacién (G1 / G2 / G3),
MSI (si / no), CDX2 (positivo / negativo), CIMP (high / low / no CIMP), KRAS
(mutado / nativo), NRAS (mutado / nativo), BRAF (mutado / nativo), patrén de
crecimiento tumoral (infiltrativo / expansivo), tumor budding (>20 focos / 10-19
focos /<10 focos, no, no disponible), infiltraciéon vascular (si / no), infiltracién
linfatica (si / no), infiltracion perineural (si / no), infiltracion por macrdfagos
CD163 fusiformes (0 /1/2 /3 / no disponible), infiltraciéon por macréfagos CD163
redondos (0 / 1 /2 / 3 / no disponible), infiltracion por macrofagos CD14
fusiformes (0 / 1 / 2 / 3 / no disponible), infiltracién por macréfagos CD14
redondos (0/1/2/3/no disponible), infiltracion por células TCD8 (0/1/2/3/
no disponible), tincion para HTR2B (AA/AB/AC/AD/BA/BB/BC/BD/CA/
CB/CC/CD /DA /DB/DC /DD / negativa), tinciéon para HTR2B (positiva /
focal / negativa / no disponible), tinciéon para ZEB1 (0/1 /2 /3 /no disponible),
tincion para ZEB1 (intensa / moderada / escasa / negativa / no disponible), tincién
para FRMD6 (AA/AB/AC/AD/BA/BB/BC/BD/CA/CB/CC/CD/DA/
DB / DC / DD / negativa / no disponible), tincién para FRMD6 (positiva / focal /
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negativa / no disponible), subtipo molecular (CMS1 / CMS2 / CMS3 / CMS4 /
mixto / inclasificable) y microbiota (indice de Shannon, Berger-Parker y Simpson).

4.4.3 Variables Clinicas

Fecha del diagnodstico, sintoma clinico que llevé al diagndstico (anemia,
sangrado, dolor, alteracion del transito, sindrome constitucional, obstruccién
intestinal, tenesmo, screening con sangre oculta en heces - SOH, hallazgo casual,
trombosis venosa profunda - TVP), fecha de la progresion o recaida, exitus (si /
no), causa de exitus, fecha del ultimo seguimiento, poliposis (si / no), cirugia del
primario (si / no), fecha de la cirugia, intencion de la cirugia (curativa / paliativa),
antigeno carcinoembrionario - CEA al diagndstico (niveles numéricos),
clasificacion tumor-node-matastasis (TNM) al diagnostico, estadio al diagndstico
(I-IV), localizacion del tumor primario (colon derecho, colon izquierdo, recto),
numero de localizaciones de metdastasis al diagndstico (numérico), localizacion de
metastasis al diagndstico (pulmonar, hepatica, cerebral, ganglionar, Osea,
peritoneal), localizacién de las metastasis a la progresion (pulmonar, hepatica,
ganglionar, cerebral, 6sea, peritoneal), tratamiento local de la metastasis (si/no),
intenciéon del tratamiento local de la metastasis (curativa / paliativa / no
realizada), tratamiento con quimioterapia intraperitoneal hipertérmica — HIPEC
(si / no), tratamiento adyuvante en aquellos pacientes con estadios III sin
contraindicaciones o estadio II con al menos un factor de mal prondstico (si / no),
esquema del tratamiento adyuvante (FOLFOX, XELOX, capecitabina en
monoterapia, ninguno), tratamiento de primera linea para enfermedad
metastasica (XELOX, FOLFOX, TOMOX, FOLFIRI-Bevacizumab, FOLFOX-
Bevacizumab, FOLFOX-Panitumumab, FOLFOX-Cetuximab, FOLFIRI-
Panitumumab, FOLFIRI-Cetuximab, XELOX-Bevacizumab, 5-FU-Panitumumab,
Capecitabina-Bevacizumab, = FOLFIRI), = quimioterapia con radioterapia
neoadyuvante en caso de cancer de recto (si / no), radioterapia adyuvante en caso
de cancer de recto (si / no), margen circunferencial afecto en caso de cancer de
recto (afecto / negativo / desconocido) y escision completa del mesorrecto en caso

de cancer de recto (completa / incompleta).

4.5 METODO DE ESTUDIO:
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Se estudiaron los subtipos moleculares de cada biopsia y se compararon con
las caracteristicas de los pacientes como edad, sexo, localizacion, clinica al
diagnostico, patrones de diseminacion y supervivencia, asi como con las
caracteristicas histoldgicas tales como tipo histologico, grado de diferenciacion,
patron de crecimiento tumoral, tumor budding, infiltracion linfovascular y
perineural, infiltracion linfoide para andlisis del inmunoscore, infiltracion
macrofagica, estudio de microbiota etc (ver anexos). Para la clasificacién de los
subtipos moleculares se determind el: status mutacional de los oncogenes KRAS,
NRAS, BRAF, el estado de inestabilidad de microsatélites (MSI) asi como el
fenotipo metilador de las islas CpG (CIMP). Se analizd por inmunohistoquimica
la expresion de proteinas CDX2, HTR2B, FRMD6, ZEB1 y KER. Asi mismo se
analizaran por inmunohistoquimica la infiltracién macrofagica (CD 14 y CD163)
en porcentaje asi como la infiltraciéon tumoral por linfocitos T CD8 y CD3 en el
borde infiltrativo tumoral y en el centro del tumor, para obtener de esta manera el
inmunoscore. La microbiota se analiz6 de acuerdo a los indices de Berger-Parker,

Shannon y Simpson.

4.5.1 Método de analisis de muestras para el analisis de RAS y BRAF:

De los bloques de parafina, y tras el desparafinado de los mismos, la
extraccion del ADN se realizo utilizando el minikit QITAampDNA (cat: 51306) y el
QiaCube automatic nucleic acid extractor (Qiagen, Hilden, Germany). Para
determinaciones BRAF, las muestras de ADN se sometieron a discriminaciéon
alélica utilizando sondas TagMan para la deteccién de BRAF V600E y, en aquellos
casos sin mutacion V600E se secuenciaron directamente para el exén 15 de BRAF.
Las mutaciones de KRAS en los codones 12 y 13 se determindé por dHPLC
(denaturing high-performance liquid chromatography). Previo al analisis de dHPLC,
los productos derivados de PCR se calentaron a 95°C durante 10 min y luego se
enfriaron lentamente a temperatura ambiente para permitir la formacién de
heteroduplex. A continuacion, cinco microlitros del producto de la PCR fueron
inyectados en una columna de fase inversa precalentada (Helix DVB, Varian
Analytical Instruments, 2700 Mitchell Drive, CA) equilibrada con acetato de
rietilamonio (TEAA) 0,1 M en un instrumento Helix ProStardHPLC (Varian
Analytical Instruments, 2700Mitchell Drive, CA). Todos los casos con un perfil de
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curva diferente al de KRAS nativo se confirmaron mediante secuenciacion

utilizando el cebador universal M13.

4.5.2 Andlisis de la inestabilidad de microsatélites (MSI):

Se evalu¢ utilizando el kit MSI Analysis System, versién 1.2 proporcionado
por Promega (MI). El sistema de andlisis MSI incluye cebadores marcados con
fluorescencia para la coamplificaciéon de siete marcadores, incluidos cinco
marcadores de repeticion de mononucledtidos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y
MONO-27) y dos pentanucleétidos (Penta C y Penta D). Los marcadores
mononucledtidos se utilizan para la determinacién de MSI y los pentanucledtidos
para detectar posibles mezclas de muestras y / o contaminacién. Los casos se
categorizaron como MSI-H o microsatélites estables (MSS) / MSI de bajo nivel
(MSI-L) segun los criterios del National Cancer Institute (NCI).

4.5.3 Subtipos moleculares (CMS):

La tincion inmunohistoquimica se realizd sobre microarrays tisulares (TMA)
segun el protocolo descrito previamente por Conesa-Zamora et al1). utilizando el
equipo automatizado Window BENCHMARK. Se emplearon anticuerpos
dirigidos contra HTR2B (anti-HTR2B [26408-1-AP], 1:100, Fisher Scientific,
Madrid, Espafa), FRMD6 (anti-FRMD6, 1:500, Sigma, Madrid, Espafa), ZEB1
(anti-ZEB1, 1:500, Sigma, Madrid, Espafa), pancitoqueratina, CDX-2 (EPR2764Y),
CD163 (MRQ-26), CD14 (EPR3653), CD8 (SP57) y CD3 (2GV6), todos
suministrados por Roche (Madrid, Espana) (Fig. 20). Posteriormente, la
determinacion del subtipo molecular se llevé a cabo mediante el clasificador
inmunohistoquimico en linea IHC-Mini  Classifier,  disponible en:

https://crcclassifier.shinyapps.io/appTesting/. El  IHC-Mini  Classifier  ha

demostrado previamente una concordancia sustancial con la clasificacion de los
subtipos moleculares CMS basada en expresion génica (k = 0,76; concordancia
absoluta del 84,0 %) en una serie multicéntrica independiente®. Aunque en el
presente estudio se adoptd exactamente el mismo panel de anticuerpos y reglas
de puntuacion, no fue posible realizar una validacion transcriptémica local, por lo

que no puede excluirse la posibilidad de una clasificacidon errénea. Los umbrales
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de clasificacion y reglas de decision para asignar los tumores a CMS1, CMS2/3 o
CMS4 estan predefinidos en el algoritmo del clasificador en linea y fueron
aplicados sin modificaciones. Estos se basan en conjuntos de datos validados
previamente publicados, integrando la intensidad de expresion de los
marcadores, su localizacion y caracteristicas morfologicas, segin lo descrito por

Anne Trinh et al. ©? y validado por ten Hoorn et al®.

Negative Low Moderate

HTR2B , T

CDhX2

ZEB1 Y

N/A

KER

Figura 20: Fotografia Propia de Tinciones IHQ para HTR2B, ZEB1, FRMD6, KER y CDX-2.

4.5.4 Tumor Budding:
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El tumor budding se clasificd en tres grupos segun el numero de focos
identificados: bajo (<10 focos), intermedio (10-19 focos) y alto (=20 focos). Estos
puntos de corte se seleccionaron con el objetivo de permitir una estratificacion
clinicamente relevante, basada en la distribucion observada del tumor budding en

esta cohorte, de manera similar a lo propuesto por Ueno H. et al(%3.

4.5.5 Microbiota:

Las muestras fecales utilizadas para el estudio de la microbiota intestinal se
obtuvieron de pacientes diagnosticados de cancer colorrectal antes del inicio de
cualquier tratamiento oncoldgico. Cada participante deposité una muestra de
heces frescas en un recipiente estéril de boca ancha, sin aditivos, evitando el
contacto con orina u otros contaminantes. Las muestras fueron recogidas en el
hospital, manteniéndose a una temperatura de 4 °C durante el transporte al
laboratorio, que se realizé en menos de 4 horas tras la emision. Una vez recibidas,
las muestras fueron homogeneizadas en condiciones asépticas dentro de una
cabina de bioseguridad de clase II y divididas en alicuotas de aproximadamente
200 mg, que se conservaron inmediatamente a —80 °C hasta su procesamiento. Se
extremaron las medidas para evitar ciclos repetidos de congelacion y
descongelacidn, a fin de preservar la integridad del ADN bacteriano.

La extraccion del ADN total se realizd a partir de las alicuotas fecales
mediante un método basado en lisis mecanica y quimica, siguiendo las
instrucciones del kit comercial QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania), con ligeras modificaciones para optimizar el rendimiento en muestras
ricas en polisacaridos. El material obtenido se cuantific6 mediante
espectrofotometria (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific) y se evalud su
pureza por la relacion de absorbancia A260/A280, aceptandose unicamente
aquellas muestras con valores comprendidos entre 1.8 y 2.0.

El ADN purificado se empleo para la amplificacion de las regiones variables
del gen ribosomal 16S, que actiian como marcador filogenético universal. La
preparacion de las librerias se llevd a cabo siguiendo el protocolo de
secuenciacion metagendmica 16S de Illumina. En una primera PCR se amplifico la
region V3-V4 del gen 16S utilizando cebadores universales adaptados con las

secuencias de anclaje a los indices Illumina. Tras la purificacion del producto
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mediante perlas magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter), se realizd6 una
segunda PCR de indexaciéon para incorporar los adaptadores y cédigos
especificos de cada muestra.

Las librerias obtenidas se cuantificaron mediante fluorometria (Qubit 2.0,
Thermo Fisher Scientific), se normalizaron a una concentracion equimolar y se
verifico el tamano esperado (~460 pb) mediante electroforesis capilar (Bioanalyzer
2100, Agilent Technologies). Finalmente, las librerias se agruparon en un “pool”
unico y se cargaron en la plataforma Illumina MiSeq, utilizando el kit MiSeq
Reagent v3 (600 cycles) para generar lecturas pareadas (paired-end) de 2 x 300 pb
de alta calidad.

El estudio de la microbiota intestinal se realiz6 a partir de muestras fecales
de pacientes con cancer colorrectal mediante secuenciacion del gen ribosomal 16S.
Tras la extraccion del ADN, se aplicd el protocolo de secuenciaciéon metagendmica
16S de Illumina, que permite identificar y cuantificar las bacterias presentes en
cada muestra. La secuenciacion se llevé a cabo en plataforma Illumina, generando
lecturas pareadas de alta calidad.

Los datos obtenidos se sometieron a control de calidad y posteriormente se
analizaron con herramientas bioinformaticas especificas. La clasificacion
taxonomica de las secuencias se realiz6 con el programa Kraken2, y la estimacion
de abundancias relativas con Bracken, utilizando una base de datos de referencia
que incluye genomas bacterianos y arqueales completos.

Para evaluar la diversidad microbiana se calcularon los indices de Shannon,
Simpson y Berger—Parker, y se representaron los taxones mas abundantes en cada
muestra mediante herramientas de visualizacion como Pavian. Todo lo anterior se

realizo siguiendo el protocolo descrito previamente por Jennifer Lu et al.(®%.

4.5.6 Inmunoscore:

La evaluaciéon inmunohistoquimica de células inmunitarias marcadas con
CD3+ y CD8+ se realizd sobre microarrays tisulares (TMA), siguiendo el protocolo
descrito por Conesa-Zamora et al.®0. Las densidades de linfocitos T CD3* y CD8*
fueron evaluadas manualmente por dos patdlogos independientes. En cada caso
se selecciono la region con mayor infiltrado linfocitario (hotspot) en el margen

invasivo, contando las células positivas en cuatro campos microscdpicos de gran
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aumento (x40) no superpuestos. Las densidades celulares (células/mm?) se
promediaron por compartimento y se convirtieron posteriormente en la escala de
cinco niveles del inmunoscore (I0-14), conforme a los umbrales establecidos por
Pages et al.0%?. La reproducibilidad inter-observador, calculada en 25 tumores
seleccionados aleatoriamente, mostrd una fuerte correlacién. El calculo del
inmunoscore se llevo a cabo de acuerdo con el método propuesto por Jiang et
al.%9, el cual clasifica los casos en cinco categorias (I0-14) segin la densidad de
linfocitos T CD3+ y CD8+ presentes tanto en el centro tumoral como en el margen
invasivo. Para los fines de este estudio, estas cinco categorias se reagruparon en
dos grupos: inmunoscore bajo (I0-I1) e inmunoscore intermedio-alto (12-14). Esta
categorizacion binaria fue seleccionada para facilitar la interpretacion clinica y se
encuentra alineada con enfoques previamente validados en otros estudios, como
el de Pages et al.(1%2,

4.5.7 Macrofagos:

La evaluacion inmunohistoquimica de las células inmunitarias marcadas
con CD163+ y CD14+ se llevd a cabo sobre microarrays tisulares (TMA), siguiendo
el protocolo descrito por Conesa-Zamora et al.(*0. Posteriormente, los macrofagos
se clasificaron morfologicamente en dos subtipos: macroéfagos de tipo fusiforme y

macrofagos de tipo redondeado (Fig. 21).
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Figura 21: Fotografia Propia de Tincién para CD163.

4.5.8 Evaluacion del fenotipo de metilacion de islas CpG (CIMP)

Se empled la técnica de amplificacion especifica por ligacion multiple
dependiente de sondas para la deteccion de metilacion (MS-MLPA), utilizando la
mezcla especifica de sondas para CIMP SALSA ME042-C1 (MRC-Holland,
Amsterdam), tal y como se describi6 previamente en Turpin-Sevilla MC et al.(09),
La cantidad de ADN tumoral empleada fue de 100 ng por caso, desnaturalizado
en 5 puL de solucion amortiguadora Tris-EDTA (TE); el analisis de fragmentos se
realizé en un secuenciador capilar ABI 3130. Como referencia normal, se utilizd
ADN proveniente de mucosa coldnica normal agrupada (pool). El procesamiento
de los datos se llevo a cabo mediante el software Coffalyser.net™ (configuracion

por defecto), con normalizaciéon inter-muestra frente a multiples corridas del
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ADN de referencia, y normalizacion intra-muestra respecto a las sondas de
referencia del kit. Para valorar cada sonda se utilizaron los cocientes de altura de
los picos obtenidos (ADN digerido frente a ADN no digerido). Siguiendo las
recomendaciones del fabricante, los genes con metilacién parcial fueron
considerados como «metilados». Los criterios de clasificacion aplicados siguieron
el esquema estandar establecido previamente por Weisenberger et al.01% (panel de
5 genes, CIMP-W), categorizdndose como CIMP-Alto aquellos casos con mas de 3
loci metilados (CACNAIG, IGF2, NEUROGI1, RUNX3, SOCS1), y como CIMP-

Negativo aquellos con 3 o menos loci metilados.

4.6 CONSENTIMIENTO Y CONSIDERACIONES ETICAS:

El protocolo de investigacién fue evaluado por el Comité de Etica del
Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena, con fecha del 28 de
mayo del 2019 y por el Comité de Etica de la Universidad Catdlica San Antonio
de Murcia el 26 de julio del durante su inclusion en los estudios de doctorado,
obteniéndose su aprobacion por ambos organismos.

El tratamiento de los datos sobre la informacion sociodemografica, clinica y
radioldgica de los sujetos del estudio se realizé de forma anénima y confidencial,
cumpliendo la ley de Proteccion de Datos (Ley Organica 3/2018, de 5 de
diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos
digitales).

La manipulacion de las muestras bioldgicas empleadas en este estudio se
realiz6 atendiendo a los principios éticos en investigacion con muestras bioldgicas
segun lo establecido en la ley 14/2007, de 3 de julio, de investigacién biomédica; la
ley 41/2002, de 14 de noviembre, reguladora de la Autonomia del Paciente; y la
ley 14/1986, Ley General de Sanidad.

Este estudio cumple todos los principios éticos de investigacion biomédica
recogidos en la Declaracion de Helsinki y en la Declaracion Universal de los
Derechos Humanos de la UNESCO.

Asimismo, todos los sujetos incluidos en el estudio firmaron el
consentimiento informado que autoriza al Hospital General Universitario Santa
Lucia a que el material bioldgico sobrante de las pruebas que se le han realizado

como parte del proceso asistencial sean incorporadas en el Biobanc-Mur Nodo
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Area 1, 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 Investigacién competente.

4.7 ANALISIS DE DATOS:

En primer lugar, se ha llevado a cabo un analisis descriptivo de las variables
de interés en el estudio, utilizando para ello tanto herramientas graficas como
analiticas. Para las variables cualitativas se han utilizado tablas de frecuencias,
graficos de sectores y graficos de barras. Para las variables cuantitativas se han
utilizado estimadores tanto de localizacién (medias como estimadores no
robustos y medianas como estimadores robustos) como de dispersion
(desviaciones tipicas como estimadores no robustos y rangos intercuartilicos
como estimadores robustos), asi como histogramas y diagramas de cajas. También
se ha analizado la supervivencia global y la supervivencia libre de progresion de
estos pacientes desde el diagnodstico, estimando la curva de supervivencia
mediante el método de Kaplan-Meier.

A continuacion, se ha llevado a cabo un estudio comparativo de los
pacientes segun su clasificacion del subtipo molecular (CMS) del cancer
colorrectal a partir de la informacién transcriptomica, segun su clasificacion
respecto al tumor budding, segun su clasificacion a partir de la infiltracion
macrofagica CD163+, segun su clasificacion a partir de la infiltracién macrofagica
CD14+ y segtn su relacion con los indices de diversidad microbianos. Para cada
una de las comparaciones se ha seleccionado la prueba mas adecuada segun la
naturaleza de la variable a comparar. Para la comparacion de variables
cualitativas se han utilizado pruebas chi-cuadrado con el estadistico exacto de
Fischer cuando teniamos tablas de contingencia 2x2. Para la comparacion de
variables cuantitativas entre dos grupos se han utilizado pruebas t de Student de
comparacion de medias de dos muestras independientes en aquellas situaciones
en las que la normalidad de la distribucion de la variable podia ser asumida en
ambos grupos de pacientes, mientras que se han utilizado pruebas de Mann-
Whitney en caso de que esta hipdtesis no pudiese ser asumida en alguno de los
dos grupos de pacientes. Para la comparacion de variables cuantitativas entre tres

0 mas grupos se han utilizado pruebas ANOVA (pruebas de Welch cuando la
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homogeneidad de varianzas entre los grupos no podia ser asumida) en aquellas
situaciones en las que la normalidad de la distribucion de la variable podia ser
asumida en todos los grupos de pacientes, mientras que se han utilizado pruebas
de Kruskal-Wallis en caso de que esta hipotesis no pudiese ser asumida en alguno
de los grupos de pacientes. Para la evaluacion de la normalidad se han utilizado
herramientas analiticas (prueba de Shapiro-Wilk) y graficas (graficos
probabilisticos normales). Para la comparacion de la supervivencia global y la
supervivencia libre de progresion se han utilizado pruebas de comparacién de
curvas de supervivencia (Breslow, Log-Rank y Tarone-Ware). Se ha estimado el el
impacto de cada uno de los factores considerados en la supervivencia (global o
libre de progresion) ajustando modelos de regresiéon de Cox univariante,
estimando el cociente de riesgo asociado y su significatividad estadistica.
También se ha estudiado el efecto conjunto de estos factores mediante el ajuste de
modelos de regresion de Cox multivariantes.

Para los andlisis estadisticos se han utilizado los programas IBM SPSS
Statistics versidn 21 y R version 4.2.1. En todos los casos se han aplicado pruebas

bilaterales utilizando un nivel de significacion del 5%

4.8 MEDIOS DISPONIBLES:

Historia Clinica Electrénica.

Servicio de Anatomia Patoldgica: cuatro laboratorios (140 m? en total)
situados adyacentes a la sala de macrodiseccion en el Servicio de Anatomia
Patologica en la primera planta del Hospital General Universitario Santa Lucia

junto a los quirdfanos. Distribucion de espacios:

4.8.1 Laboratorio 4:

Recepcion de muestras. Dos neveras/congeladores para cada tipo de

muestra. Poyata con microtomo para toma de muestras de tejido parafinado.

4.8.2 Laboratorio 6:
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Preparacion de muestras. Centrifuga y poyata para separacion elementos
sanguineos (tipo I, en rojo en el plano). Campana y centrifuga para

desparafinizacion de tejidos fijados (tipo II; en azul en el plano)

4.8.3 Laboratorio 7:

Extraccion de acidos nucleicos. Equipo automatizado QiaSymphony (tipo I).
Equipo automatizado Qiacube (tipo II). Espectrofotémetro para cuantificacion de
acidos nucleicos NanoDrop de Thermo. Fluorimetro para cuantificacion de acidos
nucleicos Qubit de Thermo. Alicuotador automatico Qiagility de Qiagen. Dos

equipos de analisis por qPCR microfuidica Idylla de Biocartis

4.8.4 Laboratorio 5:

Campanas de preparacion de cocteles de PCR. Campana Telstar MH-100
para muestra tipo I. Campana Noxair Bioseguridad 2 para muestra tipo II. Sala de
termocicladores y pirosecuenciacion. Termocicladores a tiempo real: 7500F de
Applied Biosystems, CFX96 de Bio-Rad, Cobas z480 y RotorGene de Qiagen.
Termocicladores convencionales: Veriti (2Ud) de Applied Biosystems, C1000
Touch de Bio-Rad, Mastercycler de Eppendorf. Pirosecuenciador PyroMark Q24
(tipo II). Generador de gotas para PCR digital (Automated Droplet Generator) de
Bio-Rad. Selladora de placas PX1 de Bio-Rad

4.8.5 Laboratorio 9:

Sala post-PCR. Equipo de electroforesis de alta resolucién Qiaxcel (tipo I).
Equipo de extraccion cobas x 480 y termociclador a tiempo real Cobas z480 para
genotipado VPH y termociclador a tiempo real OSNA de Sysmex para ganglio
centinela (tipo II). Equipo de lectura de gotas para PCR digital QX200 de Bio-Rad.
Equipo de electroforesis en geles de agarosa y transiluminador. Poyata para la
realizacion de hibridacion in situ fluorescente con equipo semiautomatizado
ThermoBrite de Leica (tipo II). Confeccionador de micromatrices de tejido (MTA-
2) de Beecher (uso investigacion mayoritariamente). Otros equipos disponibles en
el Servicio de Anatomia Patologica. Tres inmunotefiidores automaticos

MenchMark Ultra de Ventana. Microscopia de fluorescencia CTR6 de Leica.
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Microdisector laser LMD con modulo de fluorescencia de Leica. Digitalizador
microscépico de portas con mddulo de cuantificacion automatica de tinciones
inmunohistoquimicas. Sala de cultivos celulares con campana de flujo,
incubadora de CO--2 y microscopio invertido. Sala de criopreservacion con

biobanco de muestras (banco de tumores, genoteca, seroteca y plasmateca).

4.9 SOPORTE Y FINANCIACION:

Este estudio fue financiado parcialmente por la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (Beca SEOM/MSD para proyectos de investigacion afio 2021),
el instituto Carlos III a través del proyecto “ICI20/00044” y cofinanciada por la
Unién Europea y el programa H2020 de la Comisiéon Europea con arreglo al
SOCIETAL CHALLENGES - Health, demographic change and well-being (proyecto
REVERT: taRgeted thErapy for adVanced colorEctal canceR paTients; Identificador del

acuerdo de subvencion: 848098).
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V - RESULTADOS

En este estudio se dispone de informacion de una muestra de 255
pacientes seguidos por el Servicio de Oncologia Médica del Hospital General
Universitario Santa Lucia de Cartagena con diagnostico de cancer colorrectal.

5.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA DE PACIENTES ANALIZADA

5.1.1 Caracteristicas demograficas basicas

La Tabla 1 muestra un resumen de las principales caracteristicas
demograficas de los pacientes incluidos en el estudio. Se puede ver que la
mayoria de los pacientes incluidos son hombres (57,6%), con una edad media al
diagndstico de 68,7 anos. La Figura 1 muestra la pirdamide poblacional de los
pacientes incluidos en el estudio, donde se observa que excepto en la primera y
ultima categoria, en el resto predomina la presencia de pacientes de sexo

masculino.

Tabla 1. Caracteristicas demogrificas de los pacientes incluidos en el estudio

N %
Total 255  100,0%
Sexo
Hombres 147 57,6%
Mujeres 108 42,4%
Edad al diagnéstico
Media (DT) 68,7 (11,5)
Mediana (Min.-Max.) 70 (18-92)
Menos de 65 anos 82 32,2%
65-74 afios 84 32,9%
75 afios 0 mas 89 34,9%
Raza
Caucasica 251 98,4%

Otra 4 1,6%
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Grifica 1. Piramide poblacional de los pacientes incluidos en el estudio

5.1.2 Caracteristicas clinico-patologicas al diagnostico

Los pacientes incluidos en el estudio fueron diagnosticados de cancer de

colon o recto entre 2006 y 2020. En la Figura 2 se observa un diagrama de barras

con la distribucion del afio de diagndstico, donde se puede ver que la gran

mayoria de pacientes incluidos en el estudio fueron diagnosticados en el periodo

2012-2017.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Grifica 2. Distribucién del afio de diagnéstico de los pacientes incluidos en el estudio
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La Tabla 2 muestra un resumen de las principales caracteristicas

diagndsticas de estos pacientes. Respecto a la valoracion de la situaciéon funcional

de los pacientes oncoldgicos segun la escala ECOG, la Figura 3 destaca que la

mayoria de los pacientes incluidos en el estudio presentan un valor igual a 1, con

Unicamente un paciente con una valoracion al diagnostico igual a 4. En la Tabla 2

se observa que mdas de la mitad de los pacientes presentaban pdlipos al

diagndstico, y practicamente el 90% presentaban sintomas clinicos relacionados

con el cancer colorrectal, donde el sangrado, la anemia, el dolor y la obstruccion

intestinal fueron los sintomas mas frecuentes.

Tabla 2. Caracteristicas al diagndstico de los pacientes incluidos en el estudio

N % N %
Total 255 100,0% Total 255 100,0%
Afio diagndstico Presencia de pdlipos
Antes de 2012 28 11,0% No 122 47,8%
2012 32 12,5% Si 132 51,8%
2013 41 16,1% No consta 1 0,4%
2014 47  18,4% Clinica
2015 38 14,9% Sintomaticos 227  89,0%
2016 28 11,0% Sangrado 86 33,7%
2017 31 12,2% Anemia 61 239%
Después de 2017 10  3,9% Dolor 40 15,7%
ECOG Obstruccion intestinal 26  10,2%
1 190 74,5% Alteracién transito 13 51%
2 45 17,6% Perforacion intestinal 1 0,4%
3 19 7,5% Asintomaticos 28 11,0%
4 1 04% Cribado 28 11,0%
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ECOG 2 [n=45)
17,6%

ECOG 3 (n=19)
7,5%
ECOG 4 (n=1)
0,4%

ECOG 1 (n=190)
74,5%

Grifica 3. Distribucién de la valoracion ECOG al diagnéstico de los pacientes incluidos en el
estudio

La Tabla 3 resume las principales caracteristicas del cancer colorrectal
diagnosticado. Unicamente un 18,8% de los tumores primarios estaban
localizados en el recto, mientras que un 44,3% estaban localizados en el colon
derecho y un 36,9% en el colon izquierdo. También se muestra la histologia
tumoral, donde una gran parte de los tumores son de tipo convencional (35,5%),
seguidos del tipo serrado (24,7%), cribiforme tipo comedo (16,5%), inestabilidad
de microsatélites (16,5%) y por ultimo mucinoso (7,8%). Respecto a la
inestabilidad de microsatélites, un 18,2% de los pacientes evaluados presentan
alteraciones en uno o mas genes reparadores del ADN, siendo la alteracion en el
gen MLHI la mas frecuente (37 pacientes), seguida de la PMS2 (27), MSH6 (6),
MSH? (3) y MLH2 (1).

Tabla 3. Caracteristicas del tumor colorrectal diagnosticado en los pacientes incluidos en el estudio

N % N %
Total 255 100,0%  Total 255 100,0%
Localizacién tumoral Histologia
Colon derecho 113 44,3% Convencional 88 34,5%
Colon izquierdo 94  36,9% Serrado 63 24,7%
Recto 48 18,8% Cribiforme tipo comedo 42 16,5%
Grado de diferenciacion Inestabilidad microsatélites 42 16,5%
GX (Indeterminado) 1  04%  Mucinoso 20 7,8%
G1 (Bien diferenciado) 66 259%  Estado MSI
G2 (Moderad. diferenciado) 160 62,7%  MSI- 207 81,2%
G3 (Pobremente diferenciado) 28 11,0% MSI+ 48 18,8%
Patron de crecimiento tumoral No consta 2 0,8%
No consta 5 2,0% MLH1 13 51%
No aplicable 3 1,2% PMS2 2 08%
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Expansivo 150 58,8% MSH®6 3 1,2%
Infiltrativo 97 380%  MLH1, PMS2 24 94%
Tumor Budding MLH2, PMS2 1 0,4%
No consta 7 27% MSH2, MSH6 1,2%
No 99  38,8%
S 149  58,4%
<10 focos 97 38,0%
10-19 focos 34 13,3%
>= 20 focos 18 71%

La Tabla 4 muestra una descripcién de las principales caracteristicas del
tumor colorrectal diagnosticado (localizacién tumoral, grado de diferenciacion,
estadio MSI, patron de crecimiento tumoral y tumor tipo tumor budding) para cada
uno de los grupos histoldgicos.

Tabla 4. Caracteristicas del tumor colorrectal diagnosticado segiin grupo histolégico
Cribiforme Inestabilidad
Convencional tipo comedo microsatélites Mucinoso Serrado
20 63
Total
88 (100,0%) 42 (100,0%)  42(100,0%)  (100,0%)  (100,0%)
Localizacién tumoral
Colon derecho 27 (30,7%) 12 (28,6%) 39 (92,8%) 7(350%) 28 (44,4%)
Colon izquierdo 36 (40,9%) 25 (59,5%) 2(4,8%) 8(40,0%) 23(36,5%)
Recto 25 (28,4%) 5 (11,9%) 1(24%) 5(250%) 12(19,0%)
Grado diferenciacion
GX 1(1,1%) 0 (0,0%) 0(0,0%)  0(0,0%)  0(0,0%)
G1 11 (125%)  8(19,0%) 4(9,5%) 13 (650%) 30 (47,6%)
G2 76 (86,4%) 32 (76,2%) 18 (42,9%) 4 (20,0%) 30 (47,6%)
G3 0 (0,0%) 2 (4,8%) 20 (47,6%) 3 (15,0%) 3 (4,8%)
Estado MSI
MSI- 88 (100%) 42 (100%) 0(0,0%) 17 (85,0%) 60 (95,2%)
MSI+ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 42 (100%) 3 (15,0%) 3 (4,8%)
Cribiforme Inestabilidad
Convencional tipo comedo microsatélites Mucinoso Serrado
Patron crec. tumoral
No consta 5 (5,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
No aplicable 2(2,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,6%)
Expansivo 42 (47,7%) 27 (64,3%) 35 (83,3%) 18 (90,0%) 28 (44,4%)
Infiltrativo 39 (44,3%) 15 (35,7%) 7(16,7%)  2(10,0%) 34 (54,0%)
Tumor Budding
No consta 7 (8,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
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No 28 (31,8%) 12 (28,6%) 34 (81,0%) 14 (70,0%) 11 (17,5%)
Si 53 (60,2%) 30 (71,4%) 8(19,0%)  6(30,0%) 52 (82,5%)

La Figura 4 muestra el estadio clinico de estos pacientes. Se observa que se
dispone de 3 pacientes (1,2%) con estadio 0, 25 (9,8%) con estadio I, 78 (30,6%) con
estadio ITA, 10 (3,9%) con estadio IIB, 1 (0,4%) con estadio IIC, 4 (1,6%) con estadio
IIIA, 59 (23,1%) con estadio IIIB, 26 (10,2%) con estadio IIIC y 49 (19,2%) con
estadio IV. De los 49 pacientes que presentan metdastasis al diagnostico, 24
presentaron localizacion hepatica, 17 peritoneal, 5 pulmonar y 3 ganglionar.
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Grifica 4. Estadio clinico de los pacientes incluidos en el estudio

La Tabla 5 resume los resultados de los analisis de mutaciones en los genes
KRAS, NRAS y BRAF. Se objetiva un mayor numero de mutaciones en el gen
KRAS (el 50,6% de los pacientes valorados), seguido del gen NRAS (13,5% de los
valorados) y por ultimo el BRAF (8,2% de los valorados).

Tabla 5. Pruebas de marcadores tumorales en los pacientes incluidos en el estudio

N %
Total 255 100,0%
Mutacion del gen KRAS
No mutado 121  47,5%
Mutado 124 48,6%
No consta 10 3,9%
Mutacion del gen NRAS
No mutado 212 83,1%
Mutado 33 12,9%

No consta 10 3,9%
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Mutacion del gen BRAF

No mutado 225 88,2%
Mutado 20 7,8%
No consta 10 3,9%

5.1.3 Infiltracion tumoral

Respecto a la infiltracion tumoral, la Tabla 6 muestra un resumen de los
diferentes tipos de infiltracion registrados. La gran mayoria de pacientes presenta
infiltracion macrofagica que expresa la proteina CD14 (subtipo CD14+) (en el
88,7% de los pacientes en que se conoce esta caracteristica) e infiltracion
macrofagica que expresa la proteina CD163 (subtipo CD163+) (en el 87,3% de los
pacientes en que se conoce esta caracteristica). También se resume la presencia de
infiltracion vascular (presente en un 15,5% de los pacientes evaluados), linfatica
(en el 31,9% de los evaluados) y perineural (en el 21,1% de los evaluados).

Tabla 6. Caracteristicas de las infiltraciones analizadas en los pacientes incluidos en el estudio

N % N %
Total 255 100,0%  Total 255 100,0%
Infiltracion macrofagica CD163+ Infiltracion vascular
No consta 97 38,0% No consta 4 46%
No 20 78% No 212 83,1%
Si 138 54,1%  Si 39 153%
No consta 2 0,8% Infiltracion linfatica
Solo forma redondeada 5 2,0% No consta 4 4,6%
Solo forma fusiforme 70 27,5% No 171 67,1%
Con ambas formas 61 23,9% Si 80 31,4%
Infiltracién macrofagica CD14+ Infiltracién perineural
No consta 105 41,2% No consta 4 4,6%
No 17 6,7% No 198 77,6%
Si 133 522%  Si 53 20,8%
Solo forma redondeada 0 0,0%
Solo forma fusiforme 66 25,9%

Con ambas formas 67 26,3%
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En la Tabla 7 se puede ver la relacidn entre el tipo de tincion y la forma de
las infiltraciones macrofagicas en los pacientes respecto a los dos tipos de
infiltraciones macrofdgicas analizadas (subtipo CD163+ y subtipo CD14+).

Tabla 7.Forma y tincion de las infiltraciones macrofigicas analizadas

Forma redonda

Infiltracion CD163+ No tincién Leve Moderada Intensa No consta
° No tinciéon 20 3 2 0 0
g E Leve 47 20 16 9 0
5 s Moderada 17 7 4 3 0
= § Intensa 6 2 0 0 0
No consta 0 1 1 0 97

Forma redonda
Infiltracion CD14+ No tincién Leve Moderada Intensa No consta
° No tincién 17 0 0 0 0
g E Leve 49 17 9 1 0
5 S Moderada 13 16 8 5 0
s é Intensa 4 7 4 0 0
No consta 0 0 0 0 105

5.1.4 Clasificacion del subtipo molecular

Se ha obtenido la clasificacion del subtipo molecular (CMS) del cancer
colorrectal a partir de la informacién transcriptomica en 235 de los 255 pacientes
incluidos en el estudio. La Figura 5 muestra la distribucién de pacientes segun
esta clasificacion, donde 48 pacientes fueron clasificados como CMSI1 (un 20,4%
de los evaluados), 163 fueron clasificados como CMS2-3 (un 69,4% de los

evaluados) y 24 fueron clasificados como CMS4 (un 10,2% de los evaluados).

69, 4%

il

CMS 1. Inmune [ n=48)

B CME 2/ 3. Canonico /

10,2% Metabalico (n=163)

W CM5 4. Mesengquimatico
(n=24)

20,4%

Grifica 5. Subtipo molecular de los pacientes incluidos en el estudio con valoracion
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5.1.5 Clasificacion Inmunoscore

Se ha obtenido también informacion de la clasificacion de los pacientes
segun el sistema de evaluaciéon inmunoscore (IS) en 108 de los 255 pacientes
incluidos en el estudio. La Figura 6 muestra la distribucién de pacientes segtin
esta clasificacion, donde 87 pacientes (80,6% de los pacientes evaluados) fueron
clasificados con un nivel bajo y 21 (19,4% de los evaluados) fueron clasificados

con un nivel medio/alto.

80,6%

Bajo (n=87)

B Intermedio/Alo (n=21)

19,4%

Grifica 6. Clasificacion Inmunoscore de los pacientes incluidos en el estudio con valoracion

5.1.6 Estudio de la microbiota

En 45 de los 255 pacientes incluidos en el estudio se ha llevado a cabo un
estudio de microbiota. En la Tabla 8 podemos ver que los géneros mas
abundantes observados fueron Phocaeicola (en 13 pacientes) y Bacteroides (en 10
pacientes). Se puede ver un resumen de los indices de diversidad de Shannon,
Simpson y Berger-Parker en este grupo de pacientes analizados. La Figura 7
muestra la distribucion de los indices de diversidad recogidos para los 45
pacientes en los que se ha llevado a cabo el estudio de la microbiota.

Tabla 8. Microbiota de los pacientes incluidos en el estudio con valoracién

Total Total

Total 45 (100,0%) Total 45 (100,0%)
Género mas abundante Indice de Shannon
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Phocaeicola 13 (28,9%)  Media (DT) 3,12 (0,35)
Bacteroides 10 (22,2%)  Mediana (P25-P75) 3,15 (2,87-3,32)
Fusobacterium 4(8,9%)  Indice de Simpson
Prevotella 4(89%) Media (DT) 0,910 (0,036)
Salmonella 4(8,9%)  Mediana (P25-P75) 0,912 (0,894-0,931)
Faecalibacterium 3 (6,7%) Indice de Berger-Parker
Parabacteroides 2 (44%)  Media (DT) 0,201 (0,071)
Porphyromonas 2 (44%)  Mediana (P25-P75) 0,200 (0,162-0,243)
Akkermansia 1(2,2%)
Bifidobacterium 1(2,2%)
Vescimonas 1(2,2%)
Shannon Simpson Berger-Parker
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Grifica 7. Distribucion de los indices de diversidad de los pacientes incluidos en el estudio

5.1.7 Tratamiento recibido

Respecto al tratamiento quirdrgico del cancer colorrectal, la practica
totalidad (254 pacientes de los 255 analizados) recibieron cirugia. De los 254
pacientes operados, en 237 (93,3%) la cirugia tuvo intenciéon curativa y
Unicamente en 17 (6,7%) tuvo intencidn paliativa. La Tabla 9 muestra un resumen
del tiempo desde diagndstico a cirugia, asi como los niveles de antigeno
carcinoembrionario (CEA) preoperatorio. En los pacientes operados se observa un
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tiempo medio de 1,68 meses desde el diagndstico a la operacion, con un valor
medio de antigeno carcinoembrionario (CEA) fue de 8,66 ng/ml.

Tabla 9. Tratamiento quirurgico del cancer colorrectal en los pacientes incluidos en el estudio

N %
Total 255 100,0%
Recibieron tratamiento quirargico
No 1 04%
Si 254 99,6%
Intencion
Curativa 237  93,3%
Paliativa 17 6,7%
Tiempo (meses) desde diagndstico
Media (DT) 1,68 (2,55)
Mediana (Min.-Méx.) 1,13 (0-27,50)
CEA preoperatorio (ng/ml)
No consta 68 (26,8%)
Media (DT) 8,66 (27,47)
Mediana (P25-P75) 2,6 (1,1-5,8)

La Tabla 10 muestra la presencia de tratamiento de quimioterapia
adyuvante en los pacientes incluidos en el estudio, donde se observa que algo
menos de la mitad de los pacientes (un 40,8%) recibieron tratamiento de
quimioterapia adyuvante. Se objetiva también que el tratamiento de
quimioterapia adyuvante mas frecuente es el de Xelox, seguido de Capecitabina y
Folfox.

Tabla 10. Tratamiento adyuvante en los pacientes incluidos en el estudio

N %
Total 255 100,0%
Tratamiento quimioterapia adyuvante
No 151  59,2%
St 104 40,8%

Xelox 84 32,9%
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Capecitabina 12 47%
Folfox 8 3,1%

5.1.8 Supervivencia global

Todos los pacientes fueron seguidos, registrando la presencia de
progresion y de muerte durante el seguimiento, con una mediana de seguimiento

de 107,1 meses desde la fecha de diagndstico.

A lo largo del seguimiento 122 pacientes (47,8%) fallecieron, mientras que
133 pacientes (52,2%) permanecian vivos al final del seguimiento. En la Tabla 11
se reflejan las causas de fallecimiento, siendo el propio cancer colorrectal la causa
mas frecuente de fallecimiento (un 23,1% de los 255 pacientes analizados fallecen
durante el seguimiento por esta causa).

Tabla 11. Causa de muerte de los pacientes que fallecen

N %
Total 255  100,0%
Estado ultima visita
Vivos 133 52,2%
Exitus 122 47,8%
Cancer 59 23,1%
Infeccién 34 13,3%
Accidente cardiovascular 11 4,3%
Otra neoplasia 6 2,4%
Ictus 4 1,6%
Cirrosis 1 0,4%
Linfoma 1 0,4%
No consta 6 2,4%
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Grifica 8. Supervivencia global estimada de los pacientes incluidos en el estudio

La Figura 8 muestra la curva de supervivencia global estimada de estos
pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier. Se obtiene una mediana de
supervivencia global estimada de 117,6 meses (IC95% 86,6-190,5 meses). En la
figura se muestra una banda que representa el intervalo de confianza al 95% para
esta estimacion, asi como el numero de pacientes en riesgo para diferentes
horizontes temporales. Se obtiene una supervivencia estimada del 89,4% a los 12
meses (IC95% 84,9-92,6%), del 82,7% a los 24 meses (IC95% 77,4-86,8%) y del
63,4% a los 60 meses (IC95% 57,1-69,1%).

5.1.9 Supervivencia libre de progresion

También se ha registrado la progresion de los pacientes durante el
seguimiento, con 70 pacientes (27,5%) que progresaron durante ese tiempo. De
ellos, 23 (9,0%) presentaban metastasis hepatica, 21 (8,2%) peritoneal, 16 (6,3%)
pulmonar, 5 (2,0%) ganglionar y 5 (2,0%) dsea.

La Figura 9 muestra la curva de supervivencia libre de progresion
estimada de este tipo de pacientes, donde se ha considerado la progresion y el
fallecimiento como eventos. Se refleja una mediana de supervivencia libre de
progresion durante el seguimiento estimada de 95,3 meses (IC95% 61,5-190,5
meses), con una supervivencia libre de progresion estimada del 81,5% a los 12
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meses (IC95% 76,2-85,8%), del 70,9% a los 24 meses (IC95% 64,9-76,0%) y del
57,2% a los 60 meses (IC95% 50,9-63,1%).
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Grifica 9. Supervivencia libre de progresion estimada de los pacientes incluidos en el estudio

5.2. RELACION CON LOS SUBTIPOS MOLECULARES

Como se ha visto anteriormente, se ha obtenido la clasificacion del subtipo
molecular (CMS) del cancer colorrectal a partir de la informacion
inmunohistoquimica en 235 de los 255 pacientes incluidos en el estudio. Como se
refleja en la Figura 5, 48 pacientes fueron clasificados como CMS 1, 163 como CMS
2-3 'y 24 como CMS 4.

Se ha analizado las diferencias existentes entre estos grupos de
clasificacion con las caracteristicas demograficas basicas, las caracteristicas clinico-
patologicas al diagnostico, la infiltracion tumoral, la clasificaciéon inmunoscore, la
microbiota, el tratamiento recibido, asi como con la supervivencia global y la
supervivencia libre de progresion. En esta comparacion tnicamente se va a
considerar los 235 pacientes en los que se conoce la clasificacion del subtipo
molecular. Hay que tener en cuenta el fuerte desequilibrio en el numero de
sujetos en cada grupo, con alguno de ellos con un reducido nimero de sujetos, lo
que dard lugar a estimaciones de baja precision y por tanto contrastes de baja
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potencia en los que sera menos probable detectar diferencias significativas entre
grupos.

5.2.1. Relacion con las caracteristicas demograficas basicas

La Tabla 12 muestra una comparacion de las principales caracteristicas
demograficas segun su clasificacion CMS. Se observa que el nimero de hombres
es significativamente mayor (p = 0,003) en el grupo de CMS 2-3, mientras que es
menor en los grupos de CMS 1y CMS 4. No se observan diferencias en la edad de
los pacientes de los grupos definidos (p = 0,424). La Figura 10 muestra la
distribucion por sexo de cada uno de los grupos definidos por la clasificacion
CMS.

Tabla 12. Caracteristicas demogrificas bdsicas segtin clasificacién CMS

Total CMS1 CMS2-3 CMS 4 p

Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Sexo 0,003

134 105
Hombres (57,0%) 19 (39,6%)  (64,4%) 10 (41,7%)

101
Mujeres (43,0%) 29 (60,4%) 58 (35,6%) 14 (58,3%)
Edad al diagnéstico 0,424
Media (DT) 68,9 (11,6) 70,7 (11,7) 684 (11,1) 68,7 (14,8)
Mediana (Min.-M4x.) 70 (18-92) 72 (34-90) 70 (29-92) 70 (18-88)
Menos de 65 afios 74 (31,5%) 12 (25,0%) 56 (34,4%) 6 (25,0%)

)
65-74 afios 77 (32,8%) 15 (31,3%) 52 (31,9%) 10 (41,7%)
75 afios 0 mas 84 (35,7%) 21(43,8%) 55(33,7%) 8 (33,3%)
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Grifica 10. Distribucion de los pacientes por sexo segiin clasificacion CMS

5.2.2. Relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

La Tabla 13 muestra las relacion de algunas caracteristicas clinicas al

diagndstico de los pacientes con su clasificacion CMS. Se puede ver que la
distribucién segun afio de diagnostico (p = 0,171), ECOG (p = 0,862) y presentacion
clinica (p = 0,313) es similar en los tres grupos definidos, mientras que la presencia
de pdlipos presenta diferencias significativas (p = 0,002) con una mayor presencia

en el grupo de pacientes con CMS 1 y una menor presencia a medida que crece el
nivel. La Figura 11 muestra la distribucion de pacientes segun presencia de

polipos para cada uno de los tres grupos considerados.

Tabla 13. Caracteristicas al diagndstico segun clasificacion CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4 p
Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Ao diagnostico 0,171
Antes de 2013 60 (255%) 18 (37,5%) 37 (22,7%) 5 (20,8%)
2013-2016 137 (58,3%) 21 (43,8%) 102 (62,6%) 14 (58,3%)
Después de 2016 38 (162%) 9 (188%) 24 (147%) 5(20,8%)

Total CMS1 CMS 2-3 CMS 4 p
ECOG 0,862
1 173 (73,6%) 34 (70,8%) 123 (75,5%) 16 (66,7%)
2 42 (17,9%) 10(20,8%) 27 (16,6%) 5 (20,8%)
>=3 20 (8,5%) 4 (8,3%) 13 (8,0%) 3 (12,5%)
Presencia de polipos 0,002



134 EDUARDO FELICIANGELI MORENO

No 114 (48,7%) 13 (27,1%)  85(52,5%) 16 (66,7%)
Si 120 (51,3%) 35(72,9%) 77 (47,5%)  8(33,3%)
Clinica 0,313
Sintomaticos 210 (89,4%) 40 (83,3%) 148 (90,8%) 22 (91,7%)
Asintomaticos 25 (10,6%) 8 (16,7%) 15 (9,2%) 2 (8,3%)

CMS 4

CMS 2-3

CMS 1

0% 25% 50% 75% 100%

Grifica 11. Distribucidn de los pacientes por presencia de pdlipos segiin clasificacion CMS

La Tabla 14 muestra las caracteristicas de los tumores colorrectales
diagnosticados segun la clasificacion CMS de los pacientes. Todas estan
significativamente relacionadas, con algunas incluso involucradas en la propia
definiciéon de los grupos. La Figuras 12 muestra graficamente la distribucion de
pacientes para estas caracteristicas segin su clasificacion CMS, donde se puede
ver que los pacientes con CMS 1 tienen un patrén bastante diferente a los de los
otros dos grupos.

Tabla 14. Caracteristicas del tumor colorrectal diagnosticado seguin clasificacién CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4 p
Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Localizacion tumoral <0,001
Colon derecho 108 (46,0%) 42 (87,5%) 58 (35,6%) 8 (33,3%)
Colon izquierdo 87 (37,0%) 5 (10,4%) 71 (43,6%) 11 (45,8%)
Recto 40 (17,0%)  1(2,1%)  34(20,9%) 5 (20,8%)

Grado de diferenciacion <0,001
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Gl 59 (25,2%) 5 (10,4%) 50 (30,9%) 4 (16,7%)
G2 147 (62,8%) 21 (43,8%) 108 (66,7%) 18 (75,0%)
G3 28 (12,0%) 22 (45,8%) 4 (2,5%) 2 (8,3%)
Patron de crecimiento
tumoral 0,001
Expansivo 141 (62,1%) 40 (83,3%) 91 (58,7%) 10 (41,7%)
Infiltrativo 86 (37,9%) 8 (16,7%) 64 (41,3%) 14 (58,3%)
Tumor Budding <0,001
No 91 (39,9%) 38(79,2%)  45(28,8%)  8(33,3%)
Si 137 (60,1%) 10 (20,8%) 111 (71,2%) 16 (66,7%)

Total CMS1 CMS2-3 CMS 4 p
Histologia -
Convencional 82 (34,9%) 0(0,0%) 74 (454%) 8 (33,3%)
Serrado 55 (23,4%) 3(6,3%) 48(29,4%) 4(16,7%)
Cribiforme tipo comedo 38 (16,2%) 0(0,0%) 31(19,0%) 7(29,2%)
Inestabilidad microsatélites 42 (17,9%) 42 (87,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Mucinoso 18 (7,7%) 3(6,3%) 10(6,1%) 5(20,8%)
Estado MSI <0,001
MSI- 187 (79,6%) 0(0,0%) 163 (100%) 24 (100%)
MSI+ 48 (20,4%) 48 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
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Grifica 12. Distribucidn de las caracteristicas del tumor colorrectal segiin clasificacion CMS

La Tabla 15 muestra el estadiaje del tumor colorrectal diagnosticados
segun la clasificacion CMS de los pacientes. Aunque no existen diferencias
significativas en la clasificacién del estadio T y N, si se observa un mayor
porcentaje de tumores metastasicos en el grupo CMS 4 y por tanto un mayor
porcentaje de tumores clasificados como estadio IV. En la Figura 13 se observa
graficamente esta diferenciacion entre los tres grupos.

Tabla 15. Estadio clinico segun clasificacion CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4 p
Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Estadio 0,014
0-I-1I 110 (46,8%) 23 (479%) 80(49,1%) 7 (29,2%)

il 80 (34,0%) 17 (354%) 57 (350%) 6 (25,0%)
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v 45 (19,1%) 8 (16,7%) 26 (16,0%) 11 (45,8%)
Estadio T 0,641
Tis-T1-T2 28 (11,9%) 4(8,3%) 22 (13,5%) 2 (8,3%)
T3 148 (63,0%) 30 (62,5%) 104 (63,8%) 14 (58,3%)
T4 59 (25,1%) 14 (29,2%) 37 (22,7%) 8 (33,3%)
Estadio N 0,290
NO 122 (51,9%) 24 (50,0%) 88(54,0%) 10 (41,7%)
N1 66 (28,1%) 10(20,8%) 47 (28,8%) 9 (37,5%)
N2 47 (20,0%) 14 (29,2%) 28(172%) 5 (20,8%)
Estadio M 0,002
MO 190 (80,9%) 40 (83,3%) 137 (84,0%) 13 (54,2%)
M1 45 (19,1%) 8 (16,7%) 26 (16,0%) 11 (45,8%)
Estadio Estadio M

CMs 4
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Grifica 13. Distribucién del estadio clinico de los pacientes seguin clasificacion CMS

La Tabla 16 muestra el resultado de las pruebas de mutaciones de Ras y
BRAF segun la clasificacion CMS de los pacientes. Se objetiva que los pacientes
del grupo CMS1 presentan un porcentaje significativamente mayor (p <0,001) de
pacientes con mutacion del gen BRAF que el resto de los grupos.

Tabla 16. Mutaciones del Ras y BRAF segtin clasificacion CMS

Total CMS1 CMS 2-3 CMS 4 p
Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Mutacion del gen KRAS 0,120
No mutado 116 (50,4%) 29 (644%) 76 (47,2%) 11 (45,8%)
Mutado 114 (49,6%) 16 (35,6%)  85(52,8%) 13 (54,2%)
Mutacion del gen NRAS 0,869
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No mutado 199 (86,5%) 40 (88,9%) 138 (85,7%) 21 (87,5%)

Mutado 31(135%) 5(11,1%) 23 (14,3%) 3 (12,5%)
Mutacion del gen BRAF <0,001
No mutado 210 (91,3%) 32(71,1%) 155(963%) 23 (95,8%)
Mutado 20 (8,7%) 13 (28,9%) 6(37%)  1(42%)
5.2.3 Relacion con la infiltracion tumoral
La Tabla 17 muestra la infiltracion tumoral observada segun la
clasificaciéon CMS de los pacientes. Respecto a la infiltracion macrofagica CD14+,
el porcentaje de pacientes con infiltracion tnicamente fusiforme se incrementa a
medida que aumenta el nimero de CMS, mientras que por el contrario disminuye
el porcentaje de pacientes con infiltracién de ambas formas. Esto mismo ocurre
respecto a la infiltracion macrofagica CD163+, aunque aqui el porcentaje de
pacientes con infiltracion solo fusiforme es mayor en los pacientes CMS 2-3. En la
infiltraciéon macrofagica CD163+ también se observa un importante incremento en
el porcentaje de pacientes sin infiltracion en los pacientes CMS 4. Todas estas
diferencias en la forma de las infiltraciones macrofdgicas se muestran
graficamente en la Figura 14. En la Tabla 18 se refleja la tincion de cada forma
para cada tipo de infiltracion macrofagica.
Tabla 17. Caracteristicas de las infiltraciones analizadas segtin clasificacion CMS
Total CMS1 CMS 2-3 CMS 4 p
Total 235(100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Infiltracion vascular 0,503
No 193 (83,5%) 38 (79,2%) 136 (85,5%) 19 (79,2%)
Si 38 (16,5%) 10(20,8%) 23 (14,5%) 5 (20,8%)
Infiltracion linfatica 0,251
No 156 (67,5%) 31 (64,6%) 112 (70,4%) 13 (54,2%)
Si 75(32,5%) 17 (354%) 47 (29,6%) 11 (45,8%)
Infiltracién perineural 0,792
No 182 (78,8%) 37 (77,1%) 127 (79,9%) 18 (75,0%)
Si 49 (21,2%) 11(22,9%)  32(20,1%) 6 (25,0%)
Infiltracién macrofagica CD14+ 0,005
No 17 A1,7%) 3 (13,0%)  10(9,7%) 4 (21,1%)
Solo forma fusiforme 63(434%) 3(13,0%) 49 (47,6%) 11 (57,9%)
Forma fusiforme y redondeada 65 (44,8%) 17 (73,9%) 44 (42,7%) 4 (21,1%)
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Infiltracién macrofagica CD163+ 0,005
No 20 (13,2%) 3 (12,5%) 11 (10,0%)  6(33,3%)
Solo forma fusiforme 66 (43,4%) 3 (12,5%) 56 (50,9%) 7 (38,9%)
Solo forma redondeada 4 (2,6%) 0 (0,0%) 3(2,7%) 1(5,6%)
Forma fusiforme y redondeada 60 (39,5%) 17 (70,8%) 39 (355%) 4(22,2%)
Si pero no consta la forma 2 (1,3%) 1(4,2%) 1(0,9%) 0 (0,0%)

CD14+ CD163+
2
®
&

CMS 2

-3

0%

25% 50%

M
. Solo fusif.
. Fusif.+Redon.

0% 25%

50%

10%

12.5%

75% 100%

No
. Solo fusif.
. Solo Redon.

Fusif.+Redon.

NC forma

Grdfica 14. Distribucién de la Infiltracién macrofagica de los pacientes seguin clasificacion CMS

Tabla 18. Forma y tincion de las infiltraciones macrofigicas analizadas segiin clasificacion CMS

Forma redonda

Infiltracion CD14+ No tincién Leve Moderada Intensa No consta
CMS 1
° No tincion 3 0 0 0 0
g é Leve 2 4 2 0 0
5 :.g Moderada 0 3 3 2 0
= é Intensa 1 2 1 0 0
No consta 0 0 0 0 25
CMS 2-3
o ‘é-’ No tincién 10 0 0 0 0
E 5 Leve 35 11 4 1 0
© %  Moderada 11 12 5 3 0
£ Intensa 3 5 3 0 0
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No consta 0 0 0 0 60
CMS 4
° No tincién 4 0 0 0 0
g é Leve 9 1 2 0 0
5 .@ Moderada 2 1 0 0 0
= % Intensa 0 0 0 0 0
- No consta 0 0 0 0 5
Infiltracion CD163+
CMS 1
° No tincién 0 0 0 0 0
g é Leve 3 6 6 3 0
5 :g Moderada 2 1 1 0 0
= %  Intensa 1 0 0 0 0
- No consta 0 0 1 0 24
CMS 2-3
© No tincién 11 2 1 0 0
g é Leve 42 11 10 6 0
5 .@ Moderada 10 5 3 3 0
= % Intensa 4 1 0 0 0
- No consta 1 0 0 53
CMS 4
o No tincién 6 1 0 0 0
g é Leve 3 2 0 0 0
5 :g Moderada 3 1 0 0 0
B % Intensa 1 1 0 0 0
- No consta 0 0 0 0 6

5.2.4 Relacion con la clasificacion Inmunoscore

La Tabla 19 muestra la relacion de la clasificacion inmunoscore de los
pacientes en los que se ha valorado esta cuestién con el grupo definido segun la
clasificacion. Aunque existe una relacion estadisticamente significativa (p = 0,018),
con un mayor porcentaje de pacientes con valores medios-altos en el grupo CMS1
respecto a los otros grupos, hay que tener en cuenta el reducido nimero de
pacientes en los que se ha observado esta caracteristica (106 de los 235 incluidos
en el estudio con clasificacion CMS) y el reducido nimero de pacientes en
algunos de los grupos de clasificacion CMS (por ejemplo, se obtiene tinicamente 8
pacientes del grupo CMS 4 clasificado segin inmunoscore). La Figura 15 muestra
la distribucion de esta caracteristica en cada uno de los grupos.
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Tabla 19. Clasificacion Inmunoscore segtin clasificacion CMS
Total CMS1 CMS2-3 CMS 4 p
Total 106 (100%) 18 (100%) 79 (100%) 8 (100%)
Inmunoscore 0,018
Bajo 85 (80,2%) 10 (55,6%) 67 (84,8%) 7 (87,5%)
Medio-Alto 21(19,8%) 8(444%) 12(152%) 1(12,5%)
CMS 4
. Bajo
sz B vesioaio
CMS 1

0% 25% 50%

75%

100%

Grifica 15. Distribucién de la clasificacién InmunoScore de los pacientes segiin clasificacion CMS

La Tabla 20 muestra la distribucion del inmunoscore seguin clasificacion

CMS para cada tipo histoldgico.

Tabla 20. Clasificacion Inmunoscore segtin clasificacion CMS y tipo histoldgico

Total CMS1 CMS2-3 CMS 4
Convencional 38 (100%) - 36 (100%) 2 (100%)
Inmunoscore Bajo 32 (84,2%) - 30(83,3%) 2(100%)
Inmunoscore Medio-Alto 6 (15,8%) - 6(16,7%) 0(0,0%)
Serrado 28 (100%) - 26 (100%) 2 (100%)
Inmunoscore Bajo 26 (92,9%) - 24(92,3%) 2 (100%)
Inmunoscore Medio-Alto 2 (7,1%) - 2 (7,7%) 0 (0,0%)
Cribiforme tipo comedo 14 (100%) - 13(100%) 1 (100%)
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Inmunoscore Bajo 10 (71,4%) - 9(69,2%) 1 (100%)
Inmunoscore Medio-Alto 4 (28,6%) - 4(30,8%) 0 (0,0%)
Mucinoso 8 (100%) - 4(100%) 4 (100%)
Inmunoscore Bajo 7 (87,5%) - 4(100%) 3 (75,0%)
Inmunoscore Medio-Alto 1(12,5%) - 0(0,0%) 1(25,0%)

Inestabilidad

microsatélites
Inmunoscore Bajo

18 (100%)
10 (55,6%)

Inmunoscore Medio-Alto

8 (44,4%)

18 (100%) -
10 (55,6%) -
8 (44,4%) -

5.2.5 Relacion con la microbiota

Se ha llevado a cabo un estudio de microbiota en 41 de los 235 pacientes

incluidos en el estudio con clasificacion CMS. La Tabla 21 muestra el género mas

abundantes y un resumen de los indices de diversidad de Shannon, Simpson y

Berger-Parker para los tres grupos de pacientes definidos por la clasificacion

CMS. Debido al reducido numero de sujetos analizados, no se ha analizado la

significacion estadistica.

Tabla 21. Microbiota de los pacientes segiin clasificacién CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4
Total 41 (100%) 10 (100%) 30 (100%) 1 (100%)
Género mas abundante
Phocaeicola 12 (29,3%) 4 (40,0%) 8 (26,7%) 0(0,0%)
Bacteroides 9 (22,0%) 3 (30,0%) 6 (20,0%) 0(0,0%)
Fusobacterium 3(7,3%) 0 (0,0%) 3 (10,0%) 0(0,0%)
Prevotella 3(7,3%) 1 (10,0%) 2 (6,7%) 0(0,0%)
Salmonella 4(9,8%) 1 (10,0%) 2 (6,7%) 1 (100,0%)
Faecalibacterium 3(7,3%) 0 (0,0%) 3 (10,0%) 0(0,0%)
Parabacteroides 2 (4,9%) 0 (0,0%) 2 (6,7%) 0 (0,0%)
Porphyromonas 2 (4,9%) 0 (0,0%) 2(6,7%) 0(0,0%)
Akkermansia 1(2,4%) 1 (10,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%)
Bifidobacterium 1(2,4%) 0 (0,0%) 1(3,3%) 0 (0,0%)
Vescimonas 1(2,4%) 0 (0,0%) 1 (3,3%) 0(0,0%)
Indice de Shannon
Media (DT) 3,13 (0,36) 3,10 (0,39) 3,15 (0,35) 2,78 (-)
Mediana (P25-P75) 3,15 (2,87-3,32) 3,19 (2,95-3,27) 3,16 (2,87-3,34) 2,78 (-)
Indice de Simpson
Media (DT) 0,912 (0,035) 0,907 (0,053) 0,914 (0,029) 0,894 (-)
Mediana (P25-P75) 0,914 (0,896- 0,921 (0,899-0,933) 0,914 (0,895-0,929) 0,894 (-)
indice de Berger-Parker
Media (DT) 0,195 (0,066) 0,206 (0,089) 0,191 (0,059) 0,218 ()
Mediana (P25-P75) 0,198 (0,162- 0,201 (0,161-0,243) 0,182 (0,163-0,233) 0,218 (-)
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5.2.6 Relacion con el tratamiento recibido

La Tabla 22 muestra un resumen de la intencién de la cirugia, del tiempo
desde diagnodstico a cirugia y de los niveles de antigeno carcinoembrionario
(CEA) preoperatorio en los pacientes que recibieron cirugia (234 de los 235 con
clasificacion CMS) segun el grupo CMS al que pertenecen los pacientes. No hay
diferencias en los aspectos considerados respecto al tratamiento quirargico
recibido entre los tres grupos de pacientes.

Tabla 22. Tratamiento quirirgico y adyuvante segiin grupo CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4 p
Con cirugia 234 (100%) 48 (100%) 162 (100%) 24 (100%)
Intencion 0,335
Curativa 219 (93,6%) 43 (89,6%) 154 (95,1%) 22 (91,7%)
Paliativa 15 (6,4%) 5 (10,4%) 8 (4,9%) 2 (8,3%)
Tiempo (meses) desde diag. 0,790
Media (DT) 1,53 (2,40) 1,27 (1,06) 1,62 (2,75) 1,48 (1,64)
Mediana (Min.-Max.) 1,03 (0,0-27,5) 1,17 (0,0-6,4) 1,00 (0,0-27,5) 1,15 (0,0-6,7)
CEA preoperatorio 0,893
No consta 63 (26,8%) 13 (27,1%) 44 (27,0%) 6 (25,0%)
Media (DT) 7,52 (22,9) 11,2 (36,0) 6,9 (19,3) 4,4 (6,4)
Mediana (P25-P75) 2,6 (0,5-214) 2,8 (0,5-214) 2,4 (0,5-195) 2,9 (0,5-29)

La Tabla 23 muestra un resumen del tratamiento de quimioterapia

adyuvante en cada uno de los grupos considerados, siendo el porcentaje de

pacientes con este tipo de tratamiento muy similar en los tres grupos, al igual que

el tipo de tratamiento recibido.

Tabla 23. Tratamiento quirtirgico y adyuvante segiin grupo CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4 p
Quimioterapia 0,933
adyuvante
No 142 (60,4%)  28(58,3%) 99 (60,7%) 15 (62,5%)
Si 93(39,6%) 20 (41,7%) 64 (39,3%) 9 (37,5%)
Xelox 74 (31,5%) 16 (33,3%) 50 (30,7%) 8 (33,3%)
Capecitabina 11 (4,7%) 3 (6,3%) 8 (4,9%) 0(0,0%)
Folfox 8 (3,4%) 1(2,1%) 6 (3,7%) 1(4,2%)
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5.2.7 Relacion con la supervivencia global

La Tabla 24 resume el estado de los pacientes al final del seguimiento del
estudio, describiendo las causas de fallecimiento en aquellos que fallecen durante
el mismo.

Tabla 24. Estado en la uiltima visita segiin grupo CMS

Total CMS 1 CMS 2-3 CMS 4
Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Estado ultima visita
Vivos 123 (52,3%) 22 (45,8%) 91 (55,8%) 10 (41,7%)
Exitus 112 (47,7%) 26 (54,2%) 72 (44,2%) 14 (58,3%)
Cancer 54 (23,0%) 13 (27,1%) 33 (20,2%) 8 (33,3%)
Infeccion 32 (13,6%) 4 (8,3%) 24 (14,7%) 4 (16,7%)
Acc. cardiovascular 10 (4,3%) 4 (8,3%) 6 (3,7%) 0 (0,0%)
Otra neoplasia 4 (1,7%) 2 (4,2%) 2 (1,2%) 0 (0,0%)
Ictus 4 (1,7%) 0 (0,0%) 3 (1,8%) 1(4,2%)
Cirrosis 1 (0,4%) 0 (0,0%) 1 (0,6%) 0 (0,0%)
Linfoma 1(0,4%) 0 (0,0%) 1(0,6%) 0 (0,0%)
No consta 6 (2,6%) 3 (6,3%) 2 (1,2%) 1 (4,2%)

La Figura 16 muestra las curvas de supervivencia global estimadas de
estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno de los
grupos CMS, junto con una banda que denota el intervalo de confianza al 95% y
el namero de pacientes en riesgo para diferentes horizontes temporales. Las
bandas son muy anchas, en especial en los grupos CMS1 y CMS 4, debido al
reducido ntiimero de sujetos analizado, lo que provoca estimaciones de poca
precision. La supervivencia del grupo CMS 2-3 es superior a la de los otros dos
grupos, con diferencias significativas al aplicar la prueba de Breslow (p = 0,043)
que prima la parte inicial de las curvas de supervivencia donde tenemos mads
sujetos en los tres grupos, y con diferencias que rozan la significacion estadistica
al aplicar la prueba Log-Rank (p = 0,086) o la prueba de Tarone-Ware (p = 0,053).
Se obtiene una mediana de supervivencia global estimada de 64,5 meses para los
pacientes clasificados como CMS 1, de 135,1 meses para los clasificados como
CMS 2-3, y de 71,2 meses para los clasificados como CMS 4. En los pacientes del
grupo CMS 1 se obtiene una supervivencia estimada del 91,7% (IC95% 79,3-
96,8%) a los 6 meses, del 83,3% (IC95% 69,4-91,3%) a los 12 meses, del 68,7%
(IC95% 53,6-79,8%) a los 24 meses y del 51,8% (IC95% 36,8-64,8%) a los 60 meses.
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En los pacientes del grupo CMS 2-3 se objetiva una supervivencia estimada del
94,5% (I1C95% 89,6-97,1%) a los 6 meses, del 91,4% (IC95% 85,9-94,8%) a los 12
meses, del 87,1% (IC95% 80,8-91,4%) a los 24 meses y del 67,4% (IC95% 59,6-
74,1%) a los 60 meses. En los pacientes del grupo CMS 4 se obtiene una
supervivencia estimada del 95,8% (IC95% 73,9-99,4%) a los 6 meses, del 83,3%
(IC95% 61,5-93,4%) a los 12 meses, del 75,0% (IC95% 52,6-87,9%) a los 24 meses y
del 54,2% (IC95% 32,7-71,4%) a los 60 meses.

100 CM3
CMS 1
- CMS 23
0.75- = CMS54
0.50 1
0.25 1
000q 24 20 18 17 18 13 1 & 5 3 2 0 0 0 0O O O O

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156168180192204
Tiempo desde diagnostico (meses)
Grifica 16. Supervivencia global estimada segiin grupo CMS

La Tabla 25 muestra el porcentaje de fallecidos y el modelo de regresion
univariante de Cox que modeliza la supervivencia para diferentes factores de
interés en los 235 pacientes en los que se ha registrado el grupo CMS. Se puede
ver que la edad, el valor del ECOG, la clinica, el grado de diferenciaciéon tumoral,
el patrén de crecimiento tumoral, el estadio clinico, el estadio T, el estadio N, el
estadio M, la presencia de mutacién del gen BRAF, la infiltracion vascular, la
infiltracion linfatica, la infiltracion perineural y la ausencia de quimioterapia
adyuvante son factores relacionados significativamente con la supervivencia
global de este tipo de pacientes desde un punto de vista univariante. Por ejemplo,
se observar que los pacientes de 65 a 74 afios presentan un riesgo de muerte 1,768
veces superior al de los pacientes de menos de 65 anos (IC95% 1,031-3,033),
mientras que los de 75 o mas afios de edad presentan un riesgo de muerte 3,154
veces superior a los de los pacientes de menos de 65 afos (IC95% 1,902-5,230).
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Tabla 25. Modelizacién univariante de la supervivencia global en pacientes con CMS

Vivos Exitus HR 1C95% p
Total 123 (52,3%) 112 (47,7%)
Grupo CMS (n=123) (n=112) 0,090
2-3 91 (55,8%) 72 (44,2%) (linea base)
1 22 (45,8%) 26 (54,2%) 1,495 0,953 2,316 0,080
4 10 (41,7%) 14 (58,3%) 1,630 0917 2,898 0,096
Sexo (n=123) (n=112) 0,118
Mujer 59 (58,4%) 42 (41,6%) (linea base)
Hombre 64 (47,8%) 70 (52,2%) 1,357 0,925 1,992
Edad (n=123) (n=112) <0,001
<65 53 (71,6%) 21 (28,4%) (linea base)
65-74 40 (51,9%) 37 (48,1%) 1,768 1,031 3,033 0,038
>=75 30 (35,7%) 54 (64,3%) 3,154 1,902 5230 <0,001
Ano diagnostico (n=123) (n=112) 0,924
<2013 28 (46,7%) 32 (53,3%) (linea base)
2013-2016 72 (52,6%) 65 (47,4%) 0,988 0,635 1,538 0,957
>2016 23 (60,5%) 15 (39,5%) 1,108 0,587 2,091 0,752
ECOG (n=123) (n=112) <0,001
1 111 (64,2%) 62 (35,8%) (linea base)
>=D 12 (19,4%) 50 (80,6%) 4,604 3,132 6,770
Presencia de pélipos (n=123) (n=111) 0,729
No 62 (54,4%) 52 (45,6%) (linea base)
Si 61 (50,8%) 59 (49,2%) 1,068 0,735 1,551
Clinica (n=123) (n=112) 0,012
Asintomaticos 20 (80,0%)  5(20,0%) (linea base)
Sintomaticos 103 (49,0%) 107 (51,0%) 3,146 1,282 7,720
Localizacion tumoral (n=123) (n=112) 0,365
Colon derecho 55 (50,9%) 53 (49,1%) (linea base)
Colon izquierdo 51 (58,6%) 36 (41,4%) 0,803 0,525 1,228 0,312
Recto 17 (42,5%) 23 (57,5%) 1,157 0,709 1,889 0,560
Grado diferenciacion (n=122) (n=112) 0,034
Bueno 38 (64,4%) 21 (35,6%) (linea base)
Moderado 72 (49,0%) 75 (51,0%) 1,647 1,015 2,673 0,043
Pobre 12 (42,9%) 16 (57,1%) 2,307 1,202 4,430 0,012
Patron crec. tumoral (n=117) (n=110) 0,002
Expansivo 83 (58,9%) 58 (41,1%) (linea base)
Infiltrativo 34 (39,5%) 52 (60,5%) 1,803 1,238 2,626
Tumor Budding (n=119) (n=109) 0,183
No 52 (57,1%) 39 (42,9%) (linea base)
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Si 67 (48,9%) 70 (51,1%) 1,305 0,882 1,931

Vivos Exitus HR 1C95% p
Estado MSI (n=123) (n=112) 0,135
MSI- 101 (54,0%) 86 (46,0%) (linea base)
MSI+ 22 (45,8%) 26 (54,2%) 1,399 0,901 2,173
Estadio (n=123) (n=112) <0,001
0-I-1I 72 (65,5%) 38 (34,5%) (linea base)
III 40 (50,0%) 40 (50,0%) 1,634 1,047 2,550 0,030
v 11 (24,4%) 34 (75,6%) 4,106 2,551 6,609 <0,001
Estadio T (n=123) (n=112) 0,001
Tis-T1-T2-T3 102 (58,0%) 74 (42,0%) (linea base)
T4 21 (35,6%) 38 (64,4%) 2,002 1,353 2,964
Estadio N (n=123) (n=112) <0,001
NO 77 (63,1%) 45 (36,9%) (linea base)
N1-N2 46 (40,7%) 67 (59,3%) 1,985 1,358 2,901
Estadio M (n=123) (n=112) <0,001
MO 112 (58,9%) 78 (41,1%) (linea base)
M1 11 (24,4%) 34 (75,6%) 3,269 2,158 4,952
Mutacion del gen
KRAS (n=119) (n=111) 0,572
No mutado 58 (50,0%) 58 (50,0%) (linea base)
Mutado 61 (53,5%) 53 (46,5%) 0,898 0,619 1,304
Mutacion del gen
NRAS (n=119) (n=111) 0,115
No mutado 99 (49,7%) 100 (50,3%) (linea base)
Mutado 20 (64,5%) 11 (35,5%) 0,606 0,325 1,130
Mutacion del gen
BRAF (n=119) (n=111) 0,008
No mutado 113 (53,8%) 97 (46,2%) (linea base)
Mutado 6 (30,0%) 14 (70,0%) 2,147 1,219 3,781
Infiltracion vascular (n=121) (n=110) <0,001
No 112 (58,0%) 81 (42,0%) (linea base)
Si 9(23,7%) 29 (76,3%) 2,579 1,682 3,955
Infiltracion linfatica (n=121) (n=110) <0,001
No 96 (61,5%) 60 (38,5%) (linea base)
Si 25 (33,3%) 50 (66,7%) 2,155 1,477 3,143
Infiltracion
perineural (n=121) (n=110) <0,001
No 106 (58,2%) 76 (41,8%) (linea base)
Si 15 (30,6%) 34 (69,4%) 2,177 1,448 3,272
Inf. macrofagica
CD163+ (n=73) (n=73) 0,844
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No 9(45,0%) 11 (55,0%) (linea base)
Solo forma fusiforme 34 (51,5%) 32 (48,5%) 0,825 0,414 1,644 0,585
Con ambas formas 30 (50,0%) 30 (50,0%) 0,911 0,456 1,819 0,791
Inf. macrofagica CD14+ (n=74) (n=71) 0,419
No 6(353%) 11 (64,7%) (linea base)
Solo forma fusiforme 35 (55,6%) 28 (44,4%) 0,625 0,310 1,258 0,188
Con ambas formas 33 (50,8%) 32 (49,2%) 0,703 0,353 1,397 0,314
Inmunoscore (n=55) (n=51) 0,770
Bajo 43 (50,6%) 42 (49,4%) (linea base)
Medio/Alto 12 (57,1%) 9 (42,9%) 0,898 0,436 1,849
Indice de Shannon (n=16) (n=25) 0,156
Media (DT) 3,07 (0,30) 3,16 (0,39) 2,504 0,706 8,889
Indice de Simpson
(x100) (n=16) (n=25) 0,627
Media (DT) 91,2(2,7) 91,2 (4,0) 1,034 0,903 1,186
Ind. Berger-Parker (
x100) (n=16) (n=25) 0,949
Media (DT) 19,2 (5,2) 19,7 (7,4) 0,998 0,927 1,073

Vivos Exitus HR 1C95% p
Tiempo (m) diag.-
cirugia (n=123) (n=111) 0,347
Media (DT) 1,38 (1,76) 1,71 (2,94) 1,028 0,971 1,088
CEA preoperatorio (n=99) (n=73) 0,050
Media (DT) 5,97 (20,0) 9,63 (25,3) 1,007 1,000 1,015
Quimio. adyuvante (n=123) (n=112) 0,009
Si 57 (61,3%) 36 (38,7%) (linea base)
No 66 (46,5%) 76 (53,5%) 1,705 1,145 2,538

Por ultimo, se construye un modelo de regresion de Cox multivariante con

aquellos factores significativos desde el punto de vista univariante para un nivel

de significacion del 10%. Del modelo final se ha eliminado el CEA preoperatorio

al tener muchos datos faltantes (sélo se ha recogido en 172 de los 235 pacientes

con CMS). En el modelo multivariante se ha considerado la situacion tumoral del

paciente utilizando el sistema TNM para evaluar el impacto de cada uno de sus

componentes. La Tabla 26 muestra el modelo ajustado sobre los 221 pacientes con

informacién para los 14 factores prondsticos considerados. La edad del paciente

mayor o igual a 65 afios (p = 0,002), la presencia de un ECOG mayor de 1 (p <

0,001), una clinica sintomatica (p = 0,001), un grado de diferenciacion moderado o
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pobre (p <0,001) y la presencia de estadio M1 (p < 0,001) son factores relacionados

de forma significativa con la supervivencia global de este tipo de pacientes en los

que se ha medido su valor CMS, mientras que la infiltraciéon vascular (p = 0,086)

roza la significacion estadistica.

Tabla 26. Modelizacion multivariante de la supervivencia global en pacientes con CMS

Modelos univariantes

Modelo multivariante (n=221)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Grupo CMS 0,090 0,923
2-3 (linea base)
1 1,495 0,953 2,316 0,080 0,714
4 1,630 0917 2,898 0,096 0,935
Edad <0,001 0,002
<65 (linea base) (linea base)
65-74 1,768 1,031 3,033 0,038 2,485 1,397 4,419 0,002
>=75 3,154 1,902 5,230 <0,001 2,640 1,484 4,697 0,001
ECOG <0,001 <0,001
1 (linea base) (linea base)
>=D 4,604 3,132 6,770 3,163 2,036 4,912
Clinica 0,012 0,001
Asintomaticos (linea base) (linea base)
Sintomaticos 3,146 1,282 7,720 4,595 1,823 11,579
Grado diferenciacion 0,034 <0,001
Bueno (linea base) (linea base)
Moderado 1,647 1,015 2,673 0,043 1,825 1,102 3,022 0,020
Pobre 2,307 1,202 4430 0,012 4,124 2,082 8,170 <0,001
Patron crec. tumoral 0,002 0,173
Expansivo (linea base)
Infiltrativo 1,803 1,238 2,626
Estadio T 0,001 0,700
Tis-T1-T2-T3 (linea base)
T4 2,002 1,353 2,964
Estadio N <0,001 0,233
NO (linea base)
N1-N2 1,985 1,358 2,901

Modelos univariantes Modelo multivariante (n=221)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Estadio M <0,001 <0,001
MO (linea base) (linea base)
M1 3,269 2,158 4,952 3,441 2,154 5,496

Mutacion del gen
BRAF

0,008

0,385
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No mutado (linea base)

Mutado 2,147 1,219 3,781

Infiltracion vascular <0,001 0,086
No (linea base)

Si 2,579 1,682 3,955

Infiltracion linfatica <0,001 0,202
No (linea base)

Si 2,155 1,477 3,143

Infiltracion

perineural <0,001 0,265
No (linea base)

Si 2,177 1,448 3,272

Quimio. adyuvante 0,009 0,858
Si (linea base)

No 1,705 1,145 2,538

5.2.8 Relacion con la supervivencia libre de progresion

Como se ha comentado anteriormente, a lo largo del seguimiento se ha
registrado la posible progresion de los pacientes y su localizacion. La Tabla 27
resume la presencia de progresion en los pacientes en los que se ha registrado el
valor del CMS al final del seguimiento. Se observa una mayor incidencia de
progresiones en el grupo con CMS 4.

Tabla 27. Progresion durante el seguimiento seguin grupo CMS

Total CMS1 CMS 2-3 CMS 4
Total 235 (100%) 48 (100%) 163 (100%) 24 (100%)
Progresion
No 172 (73,2%) 34 (70,8%) 124 (76,1%) 14 (58,3%)
Si 63 (26,8%) 14 (292%) 39 (23,9%) 10 (41,7%)
Hepatica 19 (8,1%) 1(21%) 15 (9,2%) 3 (12,5%)
Peritoneal 19 (8,1%) 6 (12,5%) 8 (4,9%) 5 (20,8%)
Pulmonar 15 (6,4%) 1(2,1%) 13 (8,0%) 1 (4,2%)
Ganglionar 5(2,1%) 4 (8,3%) 1(0,6%) 0 (0,0%)
Osea 5 (2,1%) 2 (4,2%) 2 (1,2%) 1 (4,2%)

La Figura 17 muestra las curvas de supervivencia libre de progresion
estimadas de estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno
de los grupos CMS, junto con una banda que representa el intervalo de confianza
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al 95% y el nimero de pacientes en riesgo para diferentes horizontes temporales.
Se objetiva que la supervivencia libre de progresion del grupo CMS 2-3 es
superior a la de los otros dos grupos, con diferencias que rozan la significacion
estadistica al aplicar la prueba de Breslow (p = 0,084), la prueba Log-Rank (p =
0,080) o la prueba de Tarone-Ware (p = 0,075). Se obtiene una mediana de
supervivencia libre de progresién estimada de 58,3 meses para los pacientes
clasificados como CMS 1, de 135,1 meses para los clasificados como CMS 2-3, y de
37,8 meses para los clasificados como CMS 4. En los pacientes del grupo CMS 1 se
obtiene una supervivencia libre de progresion estimada del 85,4% (IC95% 71,8-
92,8%) a los 6 meses, del 75,0% (IC95% 60,2-85,0%) a los 12 meses, del 62,5%
(IC95% 47,3-74,5%) a los 24 meses y del 49,7% (IC95% 34,9-62,8%) a los 60 meses.
En los pacientes del grupo CMS 2-3 se observa una supervivencia libre de
progresion estimada del 91,4% (IC95% 85,9-94,8%) a los 6 meses, del 84,0%
(IC95% 77,4-88,8%) a los 12 meses, del 75,3% (IC95% 67,9-81,3%) a los 24 meses y
del 61,4% (IC95% 53,4-68,4%) a los 60 meses. En los pacientes del grupo CMS 4 se
obtiene una supervivencia libre de progresion estimada del 95,8% (IC95% 73,9-
99,4%) a los 6 meses, del 70,8% (IC95% 48,4-84,9%) a los 12 meses, del 62,5%
(IC95% 40,3-78,4%) a los 24 meses y del 45,8% (1C95% 25,6-64,0%) a los 60 meses.

CMS
1.00 1
0.75 1
0.50 1
0.251
163 1356 120 112 102 9 &7 78 63 47 33 18 &8 7 & 8 5 3
0004 24 47 15 14 12 11 8 & S 3 2 0 0 0O O 0O O O

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156168180192204
Tiempo desde diagndstico (meses)
Grifica 17. Supervivencia libre de progresion estimada segiin grupo CMS

La Tabla 28 muestra el porcentaje de fallecidos y el modelo de regresion
univariante de Cox que modeliza la supervivencia libre de progresion para
diferentes factores de interés. La edad, el valor del ECOG, el grado de
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diferenciacion tumoral, el patrén de crecimiento tumoral, la presencia de

mutacion del gen BRAF, la presencia de infiltracion vascular, la presencia de

infiltracion linfatica y la presencia de infiltracion perineural son factores

relacionados significativamente con la supervivencia libre de progresion de este

tipo de pacientes desde un punto de vista univariante.

Tabla 28. Modelizacion univariante de la supervivencia libre de progresion en pacientes

con CMS
Progresion
Vivos o Exitus HR 1C95% p

Total 115 (48,9%) 120 (51,1%)
Grupo CMS (n=115) (n=120) 0,084
2-3 86 (52,8%) 77 (47,2%) (linea base)
1 21 (43,8%) 27 (56,3%) 1,372 0,883 2,129 0,159
4 8 (33,3%) 16 (66,7%) 1,731 1,008 2,973 0,047
Sexo (n=115) (n=120) 0,175
Mujer 60 (44,8%) 74 (55,2%) (linea base)
Hombre 55 (54,5%) 46 (45,5%) 1,291 0,892 1,866
Edad (n=115) (n=120) 0,001
<65 48 (64,9%) 26 (35,1%) (linea base)
65-74 38 (49,4%) 39 (50,6%) 1,452 0,880 2,394 0,144
>=75 29 (34,5%) 55 (65,5%) 2,312 1,448 3,690 <0,001
Afo diagnostico (n=115) (n=120) 0,805
<2013 26 (43,3%) 34 (56,7%) (linea base)
2013-2016 69 (50,4%) 68 (49,6%) 0,964 0,629 1,478 0,866
>2016 20 (52,6%) 18 (47,4%) 1,149 0,639 2,069 0,642
ECOG (n=115) (n=120) <0,001
1 103 (59,5%) 70 (40,5%) (linea base)
>=2 12 (19,4%) 50 (80,6%) 3,587 2,472 5,203

Progresion

Censura o Exitus HR 1C95% p

Presencia de pdlipos (n=115) (n=119) 0,605
No 55 (48,2%) 59 (51,8%) (linea base)
Si 60 (50,0%) 60 (50,0%) 0,909 0,634 1,303
Clinica (n=115) (n=120) 0,057
Asintomaticos 17 (68,0%) 8 (32,0%) (linea base)
Sintomaticos 98 (46,7%) 112 (53,3%) 2,011 0,981 4,124
Localizacion tumoral (n=115) (n=120) 0,255
Colon derecho 52 (48,1%) 56 (51,9%) (linea base)
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Colon izquierdo 48 (55,2%) 39 (44,8%) 0,858 0,569 1,293 0,464
Recto 15 (37,5%) 25 (62,5%) 1,313 0,818 2,105 0,259
Grado diferenciacion (n=114) (n=120) 0,004
Bueno 38 (64,4%) 21 (35,6%) (linea base)

Moderado 66 (44,9%) 81 (55,1%) 1,915 1,184 3,096 0,008
Pobre 10 (35,7%) 18 (64,3%) 2,812 1,495 5,291 0,001
Patron crec. tumoral (n=109) (n=118) 0,002
Expansivo 78 (55,3%) 63 (44,7%) (linea base)

Infiltrativo 31 (36,0%) 55 (64,0%) 1,799 1,251 2,586

Tumor Budding (n=111) (n=117) 0,218
No 48 (52,7%) 43 (47,3%) (linea base)

Si 63 (46,0%) 74 (54,0%) 1,266 0,869 1,844

Estado MSI (n=115) (n=120) 0,275
MSI- 94 (50,3%) 93 (49,7%) (linea base)

MSI+ 21 (43,8%) 27 (56,3%) 1,270 0,827 1,952

Estadio (n=115) (n=120) <0,001
0-I-11 66 (60,0%) 44 (40,0%) (linea base)

III 40 (50,0%) 40 (50,0%) 1,394 0,908 2,140 0,129
v 9(20,0%) 36 (80,0%) 3,808 2,476 6,136 <0,001
Estadio T (n=115) (n=120) <0,001
Tis-T1-T2-T3 96 (54,5%) 80 (45,5%) (linea base)

T4 19 (32,2%) 40 (67,8%) 2,016 1,377 2,951

Estadio N (n=115) (n=120) 0,003
NO 70 (57,4%) 52 (42,6%) (linea base)

N1-N2 45 (39,8%) 68 (60,2%) 1,742 1,212 2,504

Estadio M (n=115) (n=120) <0,001
MO 106 (55,8%) 84 (44,2%) (linea base)

M1 9(20,0%) 36 (80,0%) 3,360 2,246 5,028
Mutacion del gen

KRAS (n=111) (n=119) 0,936
No mutado 55 (47,4%) 61 (52,6%) (linea base)

Mutado 56 (49,1%) 58 (50,9%) 0,936 0,653 1,341
Mutacion del gen

NRAS (n=111) (n=119) 0,063
No mutado 91 (45,7%) 108 (54,3%) (linea base)

Mutado 20 (64,5%) 11 (35,5%) 0,555 0,298 1,032
Mutacion del gen

BRAF (n=111) (n=119) 0,020
No mutado 106 (50,5%) 104 (49,5%) (linea base)

Mutado 5(25,0%) 15 (75,0%) 1,910 1,108 3,295
Infiltracion vascular (n=113) (n=118) <0,001
No 108 (55,1%) 88 (44,9%) (linea base)
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Si 8 (21,1%) 30 (78,9%) 2,649 1,745 4,022
Infiltracion linfatica (n=113) (n=118) <0,001
No 90 (57,7%) 66 (42,3%) (linea base)
Si 23 (29,5%) 55 (70,5%) 2,153 1,495 3,102
Progresion

Censura o Exitus HR 1C95% p
Infiltracion perineural (n=113) (n=118) <0,001
No 99 (54,4%) 83 (45,6%) (linea base)
Si 14 (28,6%) 35 (71,4%) 2,173 1,460 3,233
Inf. macrofagica
CD163+ (n=68) (n=78) 0,725
No 8(40,0%) 12 (60,0%) (linea base)
Solo forma fusiforme 31 (47,0%) 35 (53,0%) 0,817 0,422 1,581 0,548
Con ambas formas 29 (48,3%) 31 (51,7%) 0,761 0,390 1,484 0,423
Inf. macrofagica CD14+ (n=69) (n=76) 0,625
No 6(353%) 11 (64,7%) (linea base)
Solo forma fusiforme 32 (50,8%) 31 (49,2%) 0,716 0,360 1,427 0,342
Con ambas formas 31 (47,7%) 34 (52,3%) 0,716 0,378 1,475 0,400
Inmunoscore (n=50) (n=56) 0,456
Bajo 38 (44,7%) 47 (55,3%) (linea base)
Medio/Alto 12 (57,1%) 9 (42,9%) 0,761 0,372 1,559
Indice de Shannon (n=16) (n=25) 0,275
Media (DT) 3,07 (0,30) 3,16 (0,39) 1,963 0,585 6,589
Indice de Simpson
(x100) (n=16) (n=25) 0,732
Media (DT) 91,2(27)  91,2(4,0) 1,023 0,900 1,162
Ind. Berger-Parker
(x100) (n=16) (n=25) 0,987
Media (DT) 19,2 (5,2) 19,7 (7,4) 1,001 0,934 1,072
Tiempo (m) diag.-
cirugia (n=115) (n=119) 0,328
Media (DT) 1,42 (1,81) 1,65 (2,86) 1,031 0,970 1,095
CEA preoperatorio (n=93) (n=79) 0,099
Media (DT) 6,10 (20,6) 9,19 (25,3) 1,006 0,999 1,014
Quimio. adyuvante (n=115) (n=120) 0,050
Si 52 (55,9%) 41 (44,1%) (linea base)
No 63 (44,4%) 79 (55,6%) 1,459 0,999 2,129
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Por ultimo, se construye un modelo de regresién de Cox multivariante con
aquellos factores significativos desde el punto de vista univariante para un nivel
de significacién del 10%. Del modelo final se ha eliminado el CEA preoperatorio
al tener muchos datos faltantes (sélo se ha recogido en 172 de los 235 pacientes
con CMS). La Tabla 29 muestra el modelo ajustado sobre los 221 pacientes con
informacion para los 15 factores prondsticos considerados. La presencia de una
edad elevada (p = 0,040), de un ECOG mayor de 1 (p < 0,001), de una clinica
sintomatica (p = 0,021), de un grado de diferenciacion moderado o pobre (p =
0,001), de estadio M1 (p < 0,001) y de infiltracién vascular (p = 0,012) son factores
relacionados de forma significativa con la supervivencia libre de progresion en
este tipo de pacientes en los que se ha medido su valor CMS.

Tabla 29. Modelizacién multivariante de la supervivencia libre de progresion en pacientes

con CMS
Modelos univariantes Modelo multivariante (n=221)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Grupo CMS 0,084 0,945
2-3 (linea base)
1 1,372 0883 2,129 0,159 0,874
4 1,731 1,008 2,973 0,047 0,745
Edad 0,001 0,040
<65 (linea base) (linea base)
65-74 1,452 0,880 2,394 0,144 1,927 1,131 3,285 0,016
>=75 2,312 1,448 3,690 <0,001 1,805 1,055 3,087 0,031

Modelos univariantes Modelo multivariante (n=221)

HR 1C95% p HR 1C95% p
ECOG <0,001 <0,001
1 (linea base) (linea base)
>=2 3,587 2,472 5,203 2,915 1,886 4,505
Clinica 0,057 0,021
Asintomaticos (linea base) (linea base)
Sintomaticos 2,011 0,981 4,124 2,379 1,137 4,976
Grado diferenciacion 0,004 0,002
Bueno (linea base) (linea base)
Moderado 1,915 1,184 3,096 0,008 1,978 1,200 3,259 0,007
Pobre 2,812 1,495 5291 0,001 3,189 1,625 6,260 0,001
Patron crec. tumoral 0,002 0,350
Expansivo (linea base)
Infiltrativo 1,799 1,251 2,586
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Estadio T <0,001 0,865
Tis-T1-T2-T3 (linea base)

T4 2,016 1,377 2,951

Estadio N 0,003 0,979
NO (linea base)

N1-N2 1,742 1,212 2,504

Estadio M <0,001 <0,001
MO (linea base) (linea base)

M1 3,360 2,246 5,028 2,742 1,734 4,334
Mutacion del gen

NRAS 0,063 0,269
No mutado (linea base)

Mutado 0,555 0,298 1,032

Mutacion del gen

BRAF 0,020 0,665
No mutado (linea base)

Mutado 1,910 1,108 3,295

Infiltracion vascular <0,001 0,012
No (linea base) (linea base)

Si 2,649 1,745 4,022 1,789 1,138 2,813
Infiltracion linfatica <0,001 0,235
No (linea base)

Si 2,153 1,495 3,102

Infiltracion

perineural <0,001 0,643
No (linea base)

Si 2,173 1,460 3,233

Quimio. adyuvante 0,050 0,710
Si (linea base)

No 1,459 0999 2,129

5.3. RELACION CON EL TUMOR BUDDING

Como se ha visto en la Tabla 3, se incluye la clasificacion de tumor budding
en 248 de los 255 pacientes incluidos en el estudio, donde 99 no lo presentaban y
149 si (con 97 con menos de 10 focos, 34 con entre 10 y 19 focos y 18 con 20 o mas
focos).

Se analizan las diferencias existentes entre estos grupos de clasificacion
con las caracteristicas demograficas basicas, las caracteristicas clinico-patologicas
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al diagnostico, la infiltracion tumoral, la clasificacion inmunoscore, la microbiota,
el tratamiento recibido, asi como con la supervivencia global y la supervivencia
libre de progresion. En esta comparacion unicamente se consideran los 248
pacientes en los que se conoce la clasificacion del tumor budding.

5.3.1. Relacion con las caracteristicas demograficas basicas

La Tabla 30 muestra una comparacion de las principales caracteristicas
demograficas segtin su clasificacion tumor budding. No se observan diferencias en
el sexo (p-valor = 0,944) ni en la edad de los pacientes (p = 0,313) de los grupos
definidos.

Tabla 30.Caracteristicas demogrificas bdsicas sequin clasificacion tumor budding

Total No <10focos >=10 focos p
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Sexo 0,944
Hombres 145 (58,5%) 57 (57,6%) 58 (59,8%) 30 (57,7%)
Mujeres 103 (41,5%) 42 (42,4%) 39 (40,2%) 22 (42,3%)
Edad al diagndstico 0,313
Media (DT) 68,7 (11,5) 69,5(10,7) 69,0(11,7) 66,6 (12,7)
Mediana (Min.-Max.) 70 (18-92) 70 (45-90) 70 (34-92) 69 (18-89)
Menos de 65 afios 81(32,7%) 32(32,3%) 31(32,0%) 18 (34,6%)
65-74 afios 78 (31,5%) 30 (30,3%) 27 (27,8%) 21 (40,4%)
75 aflos 0 mas 89 (359%) 37(37,4%) 39 (40,2%) 13 (25,0%)

5.3.2. Relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

La Tabla 31 muestra la relacién de algunas caracteristicas clinicas al
diagnostico de los pacientes con su clasificacion tumor budding. Se puede ver que
la distribucién segun afo de diagnostico (p = 0,811), ECOG (p = 0,905), presencia
de polipos (p = 0,543) y presentacion clinica (p = 0,604) es similar en los tres grupos
definidos.

Tabla 31. Caracteristicas al diagndstico seguin clasificacion tumor budding

Total No <10focos >=10 focos p
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Ano diagnostico 0,811
Antes de 2013 53 (21,4%) 23 (23,2%) 21(21,6%) 9 (17,3%)
2013-2016 154 (62,1%) 62 (62,6%) 60 (61,9%) 32 (61,5%)

Después de 2016 41 (16,5%) 14 (14,1%) 16 (16,5%) 11 (21,2%)



158

EDUARDO FELICIANGELI MORENO

ECOG 0,905
1 183 (73,8%) 75 (75,8%) 69 (71,1%) 39 (75,0%)

2 45 (18,1%) 17 (17,2%) 20 (20,6%) 8 (15,4%)

>=3 208,1%)  7(71%)  8(82%)  5(9,6%)
Presencia de

polipos 0,543
No 119 (48,0%) 44 (44,4%) 47 (48,5%) 28 (53,8%)

Si 129 (52,0%) 55 (55,6%) 50 (51,5%) 24 (46,2%)

Clinica 0,604
Sintométicos 220 (88,7%) 86 (86,9%) 86 (88,7%) 48 (92,3%)
Asintomaticos 28 (11,3%) 13(131%) 11(11,3%) 4 (7.7%)

La Tabla 32 muestra las caracteristicas del tumor colorrectal

diagnosticados segun la clasificacion tumor budding de los pacientes. Se observan
diferencias estadisticamente significativas en todas ellas, a excepcion del grado de

diferenciacion en la que roza la significacion estadistica. La Figura 18 muestra
graficamente la distribucion de pacientes para estas caracteristicas segun su tumor
budding, donde se observa que los pacientes sin tumor budding tienen un patrén

bastante diferente a los de los otros dos grupos.

Tabla 32. Caracteristicas del tumor colorrectal diagnosticado segtin clasificacion tumor

budding

Total No <10focos >=10 focos p
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Localizacion tumoral 0,001

Total No <10 focos >=10 focos p
Colon derecho 110 (44,4%) 54 (54,5%) 33 (34,0%) 23 (44,2%)
Colon izquierdo 93 (37,5%) 22(22,2%) 46 (47,4%) 25 (48,1%)
Recto 45 (18,1%) 23 (23,2%) 18 (18,6%) 4(7,7%)
Grado de diferenciacion 0,089
Gl 65 (26,3%) 27 (27,6%) 26 (26,8%) 12 (23,1%)
G2 154 (62,3%) 54 (55,1%) 66 (68,0%) 34 (65,4%)
G3 28 (11,3%) 17 (17,3%) 5(5,2%) 6(11,5%)
Patron de crecimiento
tumoral <0,001
Expansivo 150 (61,2%) 88 (91,7%) 50 (51,5%) 12 (23,1%)
Infiltrativo 95 (38,8%) 8 (8,3%) 47 (48,5%) 40 (76,9%)
Histologia <0,001
Convencional 81 (32,7%) 28 (28,3%) 34 (351%) 19 (36,5%)
Serrado 63 (25,4%) 11 (11,1%) 30 (30,9%) 22 (42,3%)
Cribiforme tipo comedo 42 (16,9%) 12 (12,1%) 23 (23,7%) 7 (13,5%)
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Inestabilidad microsatélites 42 (16,9%) 34 (35,1%) 4 (4,1%) 4.(7,7%)
Mucinoso 20 (8,1%) 14 (14,1%) 6 (6,2%) 0 (0,0%)
Estado MSI <0,001
MSI- 200 (80,6%) 61 (61,6%) 92 (94,8%) 47 (90,4%)
MSI+ 48 (19,4%) 38 (38,4%) 5 (5,2%) 5(9,6%)

Localizacion tumoral Patrén de crecimiento tumoral

>=10 focos

. Colon dcho
<10 focos . Colon izdo . Expans.
. Recto . Infiltr.
No
0% 25% 50% 75% 100% 0%  25% 50% 75% 100%
Histologia Estado MSI
>=10 focos
. Conv.
. Crib.
<10 focos . Micros.
. Mucin.
. Serrado
No
0% 25% 50% 75% 100% )% 25% 50% 75% 100%
Grifica 18. Distribucidn de la presencia de tumor budding segiin caracteristicas del tumor
colorrectal

La Tabla 33 muestra la estadificacion del tumor colorrectal diagnosticados
segun la presencia de tumor budding de los pacientes. Se observan diferencias
estadisticamente significativas en todas las caracteristicas relacionadas con el
estadiaje de estos pacientes. La Figura 19 muestra graficamente estas diferencias.

Tabla 33. Estadio clinico seguin presencia de tumor budding
Total No <10focos >=10 focos p
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Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Estadio <0,001
0-1-11 113 (45,6%) 60 (60,6%) 43 (44,3%) 10 (19,2%)
III 86 (34,7%) 26(26,3%) 35(36,1%) 25 (48,1%)
v 49 (19,8%) 13 (13,1%) 19 (19,6%) 17 (32,7%)
Estadio T 0,038
Tis-T1-T2 32 (12,9%) 20(20,2%) 10 (10,3%) 2 (3,8%)
T3 151 (60,9%) 54 (54,5%) 64 (66,0%) 33 (63,5%)
T4 65 (26,2%) 25(25,3%) 23(23,7%) 17 (32,7%)
Estadio N <0,001
NO 125 (50,4%) 64 (64,6%) 48 (49,5%) 13 (25,0%)
N1 70 (28,2%) 18 (18,2%) 28(28,9%) 24 (46,2%)
N2 53 (21,4%) 17 (17,2%) 21 (21,6%) 15 (28,8%)
Estadio M 0,016
MO 199 (80,2%) 86 (86,9%) 78 (80,4%) 35 (67,3%)
M1 49 (19,8%) 13 (13,1%) 19 (19,6%) 17 (32,7%)
Estadio

>=10 focos

[ Tis-T112
M
| B2

<10 focos

No

0%  25% 50% 75% 100% 0%  25% 50% 75% 100%

Estadio N Estadio M

>=10 focos

<10 focos

No

0% 25% 50%  75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%

Grifica 19. Distribucién del estadio clinico seguin presencia de tumor budding
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La Tabla 34 muestra el resultado de las pruebas de mutaciones en Ras y
BRAF segun la presencia de tumor budding de los pacientes. Se objetiva que los
pacientes sin tumor budding presentan un porcentaje significativamente menor (p
=0,003) de mutacion del gen KRAS y un porcentaje significativamente mayor (p =
0,039) de mutacion del gen BRAF que los que no presentan tumor budding. En la
Figura 20 se puede ver graficamente estas diferencias.

Tabla 34. Pruebas de marcadores tumorales segtin presencia de tumor budding

Total No  <10focos >=10 focos p
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Mutacion del gen
KRAS 0,003
No mutado 118 (49,6%) 55 (61,8%) 46 (47,4%) 17 (32,7%)
Mutado 120 (50,4%) 34 (38,2%) 51(52,6%) 35 (67,3%)
Mutacion del gen
NRAS 0,326
No mutado 206 (86,6%) 74 (83,1%) 84 (86,6%) 48 (92,3%)
Mutado 32 (13,4%) 15(16,9%) 13 (13,4%) 4(7,7%)
Mutacion del gen
BRAF 0,039
No mutado 218 (91,6%) 76 (85,4%) 92 (94,8%) 50 (96,2%)
Mutado 20 (8,4%) 13 (14,6%) 5 (5,2%) 2 (3,8%)

Mutacion del gen KRAS ~ Mutacion del gen BRAF

§ xR
>=10 focos o S
™ (o)}
(=] =]
@ % . Mutado
<10 focos ~ <
<t » No mutado
No — O
© (ce]

0% 25% 50% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%

Grifica 20. Distribucién de marcadores tumorales segiin presencia de tumor budding
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5.3.3 Relacion con la infiltracion tumoral

La Tabla 35 muestra la infiltraciéon tumoral observada segtin presencia de
tumor budding de pacientes. Se observa una relacion significativa entre la
presencia de tumor budding y la presencia de infiltracion vascular, linfatica o
perineural. Estas diferencias se muestran graficamente en la Figura 21. En la Tabla
18 podemos ver la tincion de cada forma para cada tipo de infiltracion
macrofagica segtin la presencia de tumor budding.

Tabla 35. Caracteristicas de las infiltraciones analizadas segiin presencia de tumor budding

Total No <10 focos >=10 focos p
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Infiltracion vascular <0,001
No 210 (84,7%) 93 (93,9%) 84 (86,6%) 33 (63,5%)
Si 38 (15,3%) 6(6,1%) 13(13,4%) 19 (36,5%)
Infiltracion linfatica <0,001
No 169 (68,1%) 87 (87,9%) 64 (66,0%) 18 (34,6%)
Si 79 (31,9%) 12 (12,1%) 33 (34,0%) 34 (65,4%)
Infiltracion perineural <0,001
No 196 (79,0%) 91 (91,9%) 76 (78,4%) 29 (55,8%)
Si 52 (21,0%) 8(81%) 21(21,6%) 23 (44,2%)
Infiltracién macrofagica
CD14+ 0,207
No 16 (11,1%) 5(9,1%) 6(9,8%) 5(17,9%)
Solo forma fusiforme 64 (44,4%) 20 (36,4%) 29 (47,5%) 15 (53,6%)
Forma fusiforme y
redondeada 64 (44,4%) 30(54,5%) 26 (42,6%) 8 (28,6%)
Infiltracion macrofagica
CD163+ 0,177
No 20 (13,2%) 10 (17,2%) 5(7,7%)  5(17,9%)
Solo forma fusiforme 65 (43,0%) 21 (36,2%) 29 (44,6%) 15 (53,6%)
Solo forma redondeada 5 (3,3%) 0 (0,0%) 4 (6,2%) 1(3,6%)
Forma fusiforme y
redondeada 59 (39,1%) 26 (44,8%) 26 (40,0%) 7 (25,0%)
Si pero no consta la forma 2 (1,3%) 1(1,7%) 1(1,5%) 0 (0,0%)
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Inf. vascular Inf. linfatica Inf. perineural
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Grifica 21. Distribucion de la Infiltracién macrofigica segiin presencia de tumor budding

Tabla 36. Forma y tincion de las infiltraciones macrofigicas analizadas segiin presencia

tumor budding
Forma redonda
Infiltracion CD14+ No tincién Leve Moderada Intensa No consta
No
© No tincién 5 0 0 0 0
g é Leve 13 11 4 1 0
5 .@ Moderada 4 6 2 2 0
= é Intensa 3 2 1 0 0
No consta 0 0 0 0 44
<10 focos
° No tincién 6 0 0 0 0
g é Leve 24 3 4 1 0
5 ..g Moderada 4 9 3 1 0
= &  Intensa 1 4 2 0 0
~  No consta 0 0 0 0 36
>=10 focos
° No tincién 5 0 0 0 0
g é Leve 10 3 1 0 0
5 g Moderada 5 1 2 0 0
= %  Intensa 0 1 0 0 0
- No consta 0 0 0 0 24
Infiltracion CD163+
No
© No tincién 10 0 0 0 0
g é Leve 10 9 5 6 0
5 g Moderada 8 2 3 0 0
= &  Intensa 3 1 0 0 0
- No consta 0 0 1 0 41
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<10 focos
° No tincién 5 3 1 0 0
g E  Leve 21 10 6 2 0
5 :g Moderada 5 5 1 1 0
= %  Intensa 3 1 0 0 0
~  No consta 0 1 0 0 32
>=10 foc
© No tincién 5 0 1 0 0
g é Leve 11 1 5 1 0
5 g Moderada 4 0 0 0 0
= % Intensa 0 0 0 0 0
™ No consta 0 0 0 0 24

5.3.4 Relacion con el subtipo molecular

La Tabla 37 muestra la relaciéon del subtipo molecular de los pacientes en

los que se ha valorado esta cuestion con el grupo definido segtin la presencia de

tumor budding. Se puede ver que existe una relacion muy significativa (p < 0,001)

entre ambas caracteristicas, con una mayor presencia de pacientes con CMS 1 en

los pacientes sin tumor budding, una mayor presencia de pacientes con CMS 2-3 en

los pacientes con tumor budding de menos de 10 focos, y una mayor presencia de

pacientes con CMS 4 en los pacientes con tumor budding de 10 o mas focos. En la

Figura 22 podemos ver graficamente esta relacion.

Tabla 37. Subtipo molecular segiin presencia de tumor budding

Total

No <10focos >=10 focos p

Total
Subtipo
molecular
CMS 1
CMS 2-3
CMS 4

248 (100%)

48 (21,1%)
156 (68,4%)
24 (10,5%)

99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)

<0,001

38 (41,8%)  5(54%) 5 (11,1%)
45 (49,5%) 80 (87,0%) 31 (68,9%)
8(88%)  7(76%) 9 (20,0%)
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Subtipo molecular

>=10 focos

<10 focos

No

0% 25% 50% 75% 100%

Grifica 22. Distribucién del subtipo molecular segiin presencia de tumor budding

5.3.5 Relacion con la clasificacion Inmunoscore

La Tabla 38 muestra la relacion de la clasificacion inmunoscore de los
pacientes en los que se ha valorado esta cuestion con el grupo definido seguin la
presencia de tumor budding. No existe una relacion estadisticamente significativa
(p=0,158).

Tabla 38. Clasificacién InmunoScore seguin presencia de tumor budding

Total No <10 focos >=10 focos p
Total 104 (100%) 40 (100%) 43 (100%) 21 (100%)
InmunoScore 0,158
Bajo 84 (80,8%) 31(77,5%) 33(76,7%) 20 (95,2%)
Medio-Alto 20(19,2%)  9(22,5%) 10 (23,3%) 1(4,8%)

5.3.6 Relacion con la microbiota

Se ha llevado a cabo un estudio de microbiota en 45 de los 248 pacientes
incluidos en el estudio con presencia o ausencia de tumor budding. La Tabla 39
muestra el género mas abundantes y un resumen de los indices de diversidad de
Shannon, Simpson y Berger-Parker para los tres grupos de pacientes definidos
por el tumor budding. Debido al reducido nimero de sujetos analizados, no se ha
analizado la significacion estadistica.
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Tabla 39. Microbiota de los pacientes seguin presencia de tumor budding

Total No <10 focos >=10 focos
Total 45 (100%) 15 (100%) 16 (100%) 14 (100%)
Género mas abundante
Phocaeicola 13 (28,9%) 6 (40,0%) 5 (31,3%) 2 (14,3%)
Bacteroides 10 (22,2%) 2 (13,3%) 4 (25,0%) 4 (28,6%)
Fusobacterium 4 (8,9%) 1(6,7%) 0 (0,0%) 3 (21,4%)
Prevotella 4 (8,9%) 1 (6,7%) 1 (6,3%) 2 (14,3%)
Salmonella 4 (8,9%) 2 (13,3%) 1 (6,3%) 1(7,1%)
Faecalibacterium 3(6,7%) 0 (0,0%) 2 (12,5%) 1(7,1%)
Parabacteroides 2 (4,4%) 0 (0,0%) 1 (6,3%) 1(7,1%)
Porphyromonas 2 (4,4%) 1 (6,7%) 1 (6,3%) 0 (0,0%)
Akkermansia 1(2,2%) 1 (6,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Bifidobacterium 1(2,2%) 0 (0,0%) 1(6,3%) 0 (0,0%)
Vescimonas 1(2,2%) 1 (6,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
indice de Shannon
Media (DT) 3,12 (0,35) 3,06 (0,45) 3,15 (0,25) 3,17 (0,33)

Mediana (P25-P75)
indice de Simpson
Media (DT)

Mediana (P25-P75)
indice de Berger-Parker
Media (DT)

Mediana (P25-P75)

3,15 (2,87-3,32)

0,910 (0,036)
0,912 (0,894-

0,201 (0,071)
0,200 (0,162-

3,12 (2,72-3,27)

0,904 (0,047)
0,907 (0,895-0,931)

0,206 (0,076)
0,200 (0,162-0,255)

3,15 (2,97-3,28)

0,913 (0,025)
0,914 (0,892-0,929)

0,198 (0,063)
0,206 (0,153-0,243)

3,19 (2,89-3,45)

0,913 (0,035)
0,915 (0,882-0,946)

0,199 (0,079)
0,202 (0,124-0,222)

5.3.7 Relacion con el tratamiento recibido

La Tabla 40 muestra un resumen de la intencién de la cirugia, del tiempo
desde diagnoéstico a cirugia y de los niveles de antigeno carcinoembrionario
(CEA) preoperatorio en los pacientes que recibieron cirugia (247 de los 248 con
tumor budding) segiin la presencia o ausencia de tumor. Se observa que no hay
diferencias en los aspectos considerados respecto al tratamiento quirtargico
recibido entre los tres grupos de pacientes.

Tabla 40. Tratamiento quirirgico segun presencia de tumor budding

Total No <10 focos >=10 focos p
Con cirugia 247 (100%) 99 (100%) 96 (100%) 52 (100%)
Intencion 0,064
Curativa 230 (93,1%) 92 (92,9%) 93 (96,9%) 45 (86,5%)
Paliativa 17 (6,9%) 7 (7,1%) 3 (3,1%) 7 (13,5%)
Tiempo (meses) desde diag. 0,464
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Media (DT) 1,71 (2,58) 1,96 (2,11) 1,52 (2,10) 1,59 (3,88)
Mediana (Min.-Max.) 1,17 (0,0-27,5) 1,27 (0,0-14,7) 1,10 (0,0-15,6) 0,92 (0,0-27,5)

CEA preoperatorio 0,148
No consta 67 (27,0%) 29 (29,3%) 23 (24,0%) 14 (26,9%)
Media (DT) 8,77 (27,8) 46 (8,0) 11,6 (35,3) 11,0 (34.3)
Mediana (P25-P75) 25(0,5230)  21(05-52)  25(0,5230)  3,5(0,5-214)

La Tabla 41 muestra un resumen del tratamiento de quimioterapia
adyuvante en cada uno de los grupos considerados, con un mayor porcentaje de
pacientes tratados entre los que presentaban 10 o mas focos.

Tabla 41. Tratamiento quimioterapia adyuvante segun presencia de tumor budding

Total No <10 focos  >=10 focos p
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Quimioterapia adyuvante 0,034
No 148 (59,7%) 61 (58,3%) 64 (66,0%) 23 (44,2%)
Si 100 (40,3%) 38 (41,7%)  33(34,0%) 29 (55,8%)
Xelox 83 (83,0%)  29(763%) 26 (788%) 28 (96,6%)
Capecitabina 12 (12,0%) 7 (18,4%) 4 (12,1%) 1(3,4%)
Folfox 5 (5,0%) 2 (5,3%) 3(9,1%) 0 (0,0%)

5.3.8 Relacion con la supervivencia global

La Tabla 42 resume el estado de los pacientes al final del seguimiento del
estudio, describiendo las causas de fallecimiento en aquellos que fallecen durante
el mismo.

Tabla 42. Estado en la iltima visita segiin presencia de tumor budding

Total No <10 focos >=10 focos
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Estado ultima visita
Vivos 129 (52,0%) 57 (57,6%) 53 (54,6%) 19 (36,5%)
Exitus 119 (48,0%) 42 (42,4%) 44 (45,4%) 33 (63,5%)
Cancer 58 (23,4%) 16 (16,2%) 20 (20,6%) 22 (42,3%)
Infeccion 32 (12,9%) 10 (10,1%) 17 (17,5%) 5 (9,6%)
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Acc. cardiovascular 11 (4,4%) 8 (8,1%) 2 (2,1%) 1(1,9%)
Otra neoplasia 6 (2,4%) 4 (4,0%) 0 (0,0%) 2 (3,8%)
Ictus 4(1,6%) 0 (0,0%) 3 (3,1%) 1(1,9%)
Cirrosis 1 (0,4%) 0 (0,0%) 1 (1,0%) 0 (0,0%)
Linfoma 1(0,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,9%)
No consta 6 (2,4%) 4 (4,0%) 1(1,0%) 1(1,9%)

La Figura 23 muestra las curvas de supervivencia global estimadas de
estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno de los
grupos de pacientes. La supervivencia del grupo de pacientes con 10 o mas focos
es inferior a la de los otros dos grupos, con diferencias significativas al aplicar la
prueba de Breslow (p = 0,020), la prueba Log-Rank (p = 0,011) o la prueba de
Tarone-Ware (p = 0,014). Se obtiene una mediana de supervivencia global
estimada superior a los 200,0 meses para los pacientes clasificados como no tumor
budding, de 116,8 meses para los clasificados como tumor budding con menos de 10
focos, y de 54,4 meses para los clasificados como tumor budding de 10 o mas focos.
En los pacientes sin tumor budding se obtiene una supervivencia estimada del
94,9% (IC95% 88,3-97,9%) a los 6 meses, del 91,9% (IC95% 84,5-95,9%) a los 12
meses, del 83,8% (IC95% 75,0-89,8%) a los 24 meses y del 66,5% (IC95% 56,3-
74,9%) a los 60 meses. En los pacientes con tumor budding de menos de 10 focos se
objetiva una supervivencia estimada del 92,7% (IC95% 85,4-96,5%) a los 6 meses,
del 88,6% (IC95% 80,3-93,5%) a los 12 meses, del 85,5% (1C95% 76,7-91,1%) a los
24 meses y del 65,4% (IC95% 54,9-74,0%) a los 60 meses. En los pacientes con
tumor budding de 10 o mas focos se observa una supervivencia estimada del 94,2%
(IC95% 83,2-98,1%) a los 6 meses, del 84,6% (IC95% 71,6-92,0%) a los 12 meses, del
73,1% (IC95% 58,8-83,1%) a los 24 meses y del 48,5% (IC95% 34,1-61,5%) a los 60
meses.
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Grifica 23. Supervivencia global estimada segiin presencia de tumor budding

La Tabla 43 muestra el porcentaje de fallecidos y el modelo de regresion

univariante de Cox que modeliza la supervivencia para diferentes factores de

interés en los 248 pacientes en los que se ha registrado el valor respecto al tumor

budding. Se observa que el tumor budding, la edad, el valor del ECOG, la clinica, el

patron de crecimiento tumoral, el estadio clinico, el estadio T, el estadio N, el

estadio M, la presencia de mutacién del gen BRAF, la infiltracion vascular, la

infiltracion linfatica, la infiltracion perineural y la ausencia de quimioterapia

adyuvante son factores relacionados significativamente con la supervivencia

global de este tipo de pacientes desde un punto de vista univariante. Hay que

tener en cuenta que los modelos ajustados en las Tablas 42 y 25 comparten

muchos de los pacientes, por lo que los resultados seran muy parecidos.

Tabla 43. Modelizacién univariante de la supervivencia global en pacientes con tumor

budding
Vivos Exitus HR 1C95% p

Total 129 (52,0%) 119 (48,0%)

Tumor budding (n=129) (n=119) 0,013
No 57 (57,6%) 42 (42,4%) (linea base)

<10 focos 53 (54,6%) 44 (45,4%) 1,100 0,721 1,679 0,658
>=10 focos 19 (36,5%) 33 (63,5%) 1,914 1,212 3,024 0,005
Sexo (n=129) (n=119) 0,060



170

EDUARDO FELICIANGELI MORENO

Mujer 62 (60,2%) 41 (39,8%) (linea base)

Hombre 67 (46,2%) 78 (53,8%) 1,438 0,985 2,100

Edad (n=129) (n=119) <0,001
<65 57 (70,4%) 24 (29,6%) (linea base)

65-74 40 (51,3%) 38 (48,7%) 1,907 1,143 3,179 0,013
>=75 32 (36,0%) 57 (64,0%) 2,902 1,799 4,682 <0,001
Afo diagnostico (n=129) (n=119) 0,558
<2013 24 (45,3%) 29 (54,7%) (linea base)

2013-2016 81 (52,6%) 73 (47,4%) 0,813 0,526 1,255 0,350
>2016 24 (58,5%) 17 (41,5%) 0,993 0,540 1,828 0,983
ECOG (n=129) (n=119) <0,001
1 117 (63,9%) 66 (36,1%) (linea base)

>=2 12 (18,5%) 53 (81,5%) 4,354 3,009 6,301
Presencia de pélipos (n=129) (n=119) 0,928
No 63 (52,9%) 56 (47,1%) (linea base)

Si 66 (51,2%) 63 (48,8%) 1,017 0,709 1,458

Clinica (n=129) (n=119) 0,008
Asintomaticos 22 (78,6%)  6(21,4%) (linea base)

Sintomaticos 107 (48,6%) 113 (51,4%) 3,048 1,340 6,930
Localizacion tumoral (n=129) (n=119) 0,339
Colon derecho 54 (49,1%) 56 (50,9%) (linea base)

Colon izquierdo 54 (58,1%) 39 (41,9%) 0,757 0,503 1,140 0,183
Recto 21 (46,7%) 24 (53,3%) 1,029 0,638 1,661 0,906
Grado diferenciacion (n=128) (n=119) 0,075
Bueno 39 (60,0%) 26 (40,0%) (linea base)

Moderado 77 (50,0%) 77 (50,0%) 1,431 0917 2,234 0,115
Pobre 12 (42,9%) 16 (57,1%) 2,035 1,090 3,796 0,026
Patron crec. tumoral (n=126) (n=119) <0,001
Expansivo 90 (60,0%) 60 (40,0%) (linea base)

Infiltrativo 36 (37,9%) 59 (62,1%) 1,990 1,386 2,857

CMS (n=119) (n=109) 0,132
CMS 2-3 87 (55,8%) 69 (44,2%) (linea base)

CMS 1 22 (45,8%) 26 (54,2%) 1,460 0,930 2,294 0,100
CMS 4 10 (41,7%) 14 (58,3%) 1,550 0,871 2,756 0,136

Vivos Exitus HR 1C95% p

Estado MSI (n=129) (n=119) 0,159
MSI- 107 (53,5%) 93 (46,5%) (linea base)

MSI+ 22 (45,8%) 26 (54,2%) 1,367 0,885 2,113

Estadio (n=129) (n=119) <0,001
0-I-11 73 (64,6%) 40 (35,4%) (linea base)

I 44 (51,2%) 42 (48,8%) 1,562 1,012 2,410 0,044
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v 12 (24,5%) 37 (75,5%) 3,749 2,378 5909 <0,001
Estadio T (n=129) (n=119) 0,001
Tis-T1-T2-T3 105 (57,4%) 78 (42,6%) (linea base)

T4 24 (36,9%) 41 (63,1%) 1,900 1,301 2,776

Estadio N (n=129) (n=119) 0,001
NO 78 (62,4%) 47 (37,6%) (linea base)

N1-N2 51 (41,5%) 72 (58,5%) 1,918 1,326 2,773

Estadio M (n=129) (n=119) <0,001
MO 117 (58,8%) 82 (41,2%) (linea base)

M1 12 (24,5%) 37 (75,5%) 3,046 2,051 4,523
Mutacion del gen

KRAS (n=121) (n=117) 0,865
No mutado 59 (50,0%) 59 (50,0%) (linea base)

Mutado 62 (51,7%) 58 (48,3%) 0,865 0,674 1,393
Mutacion del gen

NRAS (n=121) (n=117) 0,618
No mutado 101 (49,0%) 105 (51,0%) (linea base)

Mutado 20 (62,5%) 12 (37,5%) 0,618 0,340 1,123
Mutacion del gen

BRAF (n=121) (n=117) 0,014
No mutado 115 (52,8%) 103 (47,2%) (linea base)

Mutado 6 (30,0%) 14 (70,0%) 2,028 1,156 3,559
Infiltracion vascular (n=129) (n=119) <0,001
No 120 (57,1%) 90 (42,9%) (linea base)

Si 9(23,7%) 29 (76,3%) 2,642 1,731 4,033
Infiltracion linfatica (n=129) (n=119) <0,001
No 102 (60,4%) 67 (39,6%) (linea base)

Si 27 (34,2%) 52 (65,8%) 2,138 1,485 3,078
Infiltracion

perineural (n=129) (n=119) <0,001
No 112 (57,1%) 84 (42,9%) (linea base)

Si 17 (32,7%) 35 (67,3%) 2,058 1,383 3,062

Inf. macrofagica

CD163+ (n=72) (n=72) 0,973
No 9 (45,0%) 11 (55,0%) (linea base)

Solo forma fusiforme 33 (50,8%) 32 (49,2%) 0,922 0,464 1,831 0,817
Con ambas formas 30 (50,8%) 29 (49,2%) 0,932 0,465 1,866 0,842
Inf. macrofagica CD14+ (n=74) (n=70) 0,269
No 5(31,3%) 11 (68,8%) (linea base)

Solo forma fusiforme 35 (54,7%) 29 (45,3%) 0,568 0,283 1,141 0,112
Con ambas formas 34 (53,1%) 30 (46,9%) 0,614 0,307 1,228 0,168
Inmunoscore (n=53) (n=51) 0,928
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Bajo 42 (50,0%) 42 (50,0%) (linea base)
Medio/Alto 11 (55,0%) 9 (45,0%) 0967 0470 1,989
Indice de Shannon (n=18) (n=27) 0,202
Media (DT) 3,08 (0,30) 3,16 (0,38) 2,222 0,652 7,571
Indice de Simpson
(x100) (n=18) (n=27) 0,982
Media (DT) 91,2(2,8) 90,9 (4,1) 1,001 0,890 1,127
Ind. Berger-Parker (
x100) (n=18) (n=27) 0,505
Media (DT) 192 (56) 20,7 (8,0) 1,021 0960 1,086
Tiempo (m) diag.-
cirugia (n=129) (n=118) 0,641
Media (DT) 1,57 (1,93) 1,86 (3,14) 1,014 0957 1,074
Vivos Exitus HR 1C95% p

CEA preoperatorio (n=103) (n=78) 0,106
Media (DT) 6,14 (19,8) 12,25 (35,6) 1,005 0,999 1,010
Quimio. adyuvante (n=129) (n=119) 0,005
Si 67 (45,3%) 81 (54,7%) (linea base)
No 62 (62,0%) 38 (38,0%) 1,732 1,177 2,547

Por dultimo, se decide construir un modelo de regresiéon de Cox

multivariante con aquellos factores significativos desde el punto de vista

univariante para un nivel de significacion del 10%. La Tabla 44 muestra el modelo

ajustado sobre los 235 pacientes con informacion para los 15 factores pronosticos

considerados. El sexo masculino del paciente (p < 0,001), la edad del paciente

mayor o igual a 65 afios (p = 0,005), la presencia de un ECOG mayor de 1 (p <

0,001), una clinica sintomatica (p = 0,005), un grado de diferenciaciéon moderado o

pobre (p < 0,001), un patrén de crecimiento tumoral infiltrativo (p = 0,018) y la

presencia de estadio M1 (p < 0,001) son factores relacionados de forma

significativa con la supervivencia global de este tipo de pacientes en los que se ha

medido el tumor budding, mientras que la mutaciéon del gen BRAF (p = 0,060) roza

la significacion estadistica.
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Tabla 44. Modelizacién multivariante de la supervivencia global en pacientes con tumor

budding
Modelos univariantes Modelo multivariante (n=235)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Tumor budding 0,003 0,781
No /<10 focos (linea base)
>=10 focos 1,825 1,220 2,730
Sexo 0,060 <0,001
Mujer (linea base) (linea base)
Hombre 1,438 0,985 2,100 2,145 1,425 3,229
Edad <0,001 0,005
<65 (linea base) (linea base)
65-74 1,907 1,143 3,179 0,013 2,309 1,320 4,039 0,003
>=75 2,902 1,799 4,682 <0,001 2,476 1,397 4389 0,002
ECOG <0,001 <0,001
1 (linea base) (linea base)
>=2 4,354 3,009 6,301 4,077 2,585 6,431
Clinica 0,008 0,005
Asintomaticos (linea base) (linea base)
Sintomaticos 3,048 1,340 6,930 3,356 1,438 7,831
Grado diferenciacion 0,075 <0,001
Bueno (linea base) (linea base)
Moderado 1,431 0917 2234 0,115 1,809 1,114 2935 0,016
Pobre 2,035 1,000 3,796 0,026 4,497 2,276 8,883 <0,001
Patron crec. tumoral <0,001 0,018
Expansivo (linea base) (linea base)
Infiltrativo 1,990 1,386 2,857 1,990 1,645 1,089 2,484
Estadio T 0,001 0,602
Tis-T1-T2-T3 (linea base)
T4 1,900 1,301 2,776
Estadio N 0,001 0,579
NO (linea base)
N1-N2 1,918 1,326 2,773
Estadio M <0,001 <0,001
MO (linea base) (linea base)
M1 3,046 2,061 4,523 2,604 1,601 4,237

Modelos univariantes Modelo multivariante (n=235)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Mutacion del gen
BRAF 0,014 0,060

No mutado
Mutado

(linea base)

2,028 1,156 3,559
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Infiltracion vascular <0,001 0,444
No (linea base)

Si 2,642 1,731 4,033

Infiltracion linfatica <0,001 0,455
No (linea base)

Si 2,138 1,485 3,078

Infiltracion

perineural <0,001 0,798
No (linea base)

Si 2,058 1,383 3,062

Quimio. adyuvante 0,005 0,508
Si (linea base)

No 1,732 1,177 2,547

5.3.9 Relacidn con la supervivencia libre de progresion

Como se ha visto anteriormente, a lo largo del seguimiento se ha
registrado la progresion de la enfermedad y su localizacion. La Tabla 45 resume la
presencia de progresion en los pacientes en los que se ha registrado la presencia o
ausencia de tumor budding al final del seguimiento. Se observa una mayor
incidencia de progresiones en el grupo con 10 o mas focos.

Tabla 45. Progresion durante el sequimiento segun tumor budding

Total No <10 focos >=10 focos
Total 248 (100%) 99 (100%) 97 (100%) 52 (100%)
Progresion
No 178 (71,8%) 79 (79,8%) 73 (75,3%) 26 (50,0%)
Si 70 (28,2%) 20 (20,2%) 24 (24,7%) 26 (50,0%)
Hepética 23 (9,3%) 3 (3,0%) 9 (9,3%) 11 (21,2%)
Peritoneal 21 (8,5%) 9(9,1%) 6 (6,2%) 6 (11,5%)
Pulmonar 16 (6,5%) 4 (4,0%) 9 (9,3%) 3 (5,8%)
Ganglionar 5(2,0%) 3(3,0%) 0 (0,0%) 2 (3,8%)
Osea 5 (2,0%) 1 (1,0%) 0 (0,0%) 4(7,7%)

La Figura 24 muestra las curvas de supervivencia libre de progresion
estimadas de estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno
de los grupos segun presencia de tumor budding. Se puede ver que la
supervivencia libre de progresion del grupo de 10 o mds focos es inferior a la de
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los otros dos grupos, con diferencias estadisticamente significativas al aplicar la
prueba de Breslow (p = 0,002), la prueba Log-Rank (p = 0,003) o la prueba de
Tarone-Ware (p = 0,002). Se obtiene una mediana de supervivencia libre de
progresion estimada superior a los 204 meses para los pacientes con ausencia de
tumor budding, de 116,8 meses para los que tienen tumor budding con menos de 10
focos, y de 37,0 meses para los que tienen tumor budding con 10 o mas focos. En
pacientes del grupo con ausencia de tumor budding se obtiene una supervivencia
libre de progresion estimada del 93,9% (IC95% 87,0-97,2%) a los 6 meses, del
87,9% (IC95% 79,6-92,9%) a los 12 meses, del 74,7% (IC95% 65,0-82,2%) a los 24
meses y del 60,5% (IC95% 50,1-69,3%) a los 60 meses. En pacientes con menos de
10 focos se observa una supervivencia libre de progresion estimada del 89,6%
(IC95% 81,6-94,3%) a los 6 meses, del 82,3% (IC95% 73,1-88,6%) a los 12 meses, del
74,0% (IC95% 64,0-81,6%) a los 24 meses y del 60,3% (IC95% 49,7-69,3%) a los 60
meses. En pacientes con 10 o mas focos se objetiva una supervivencia libre de
progresion estimada del 84,6% (IC95% 71,6-92,0%) a los 6 meses, del 65,4%
(IC95% 50,8-76,6%) a los 12 meses, del 53,8% (IC95% 39,5-66,2%) a los 24 meses y
del 39,7% (IC95% 26,3-52,7%) a los 60 meses.

1.00 1 y Tumor budding

Mo

<10 focos
0751 — =»=10focos
0.50 1
0.251
0004 52 34 27 26 20 18 15 14 9 6 6 2 0 0 0O 0O 0 O

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144 156 168180 192204
Tiempo desde diagnédstico (meses)
Grifica 24. Supervivencia libre de progresion estimada segiin presencia de tumor budding

La Tabla 46 muestra el porcentaje de fallecidos y el modelo de regresion
univariante de Cox que modeliza la supervivencia libre de progresion para
diferentes factores de interés. La presencia de mas de 10 focos de tumor budding, la
edad, el ECOG, la clinica, el grado de diferenciaciéon tumoral, el patrén de
crecimiento tumoral, el estadio, el estadio T, el estadio N, el estadio M, la
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presencia de mutacion del gen BRAF, la presencia de infiltracion vascular, la

presencia de infiltracion linfatica, la presencia de infiltracion perineural, el CEA

preoperatorio 'y

la quimioterapia adyuvante

son factores

relacionados

significativamente con la supervivencia libre de progresion de este tipo de

pacientes desde un punto de vista univariante.

Tabla 46. Modelizacién univariante de la SLP en pacientes con tumor budding

Progresion
Vivos o Exitus HR 1C95% p

Total 120 (48,4%) 128 (51,6%)
Tumor budding (n=120) (n=128) 0,004
No 53 (53,5%) 46 (46,5%) (linea base)
<10 focos 50 (51,5%) 47 (48,5%) 1,084 0,722 1,628 0,697
>=10 focos 17 (32,7%) 35 (67,3%) 2,006 1,291 3,117 0,002
Sexo (n=120) (n=128) 0,118
Mujer 57 (55,3%) 46 (44,7%) (linea base)
Hombre 63 (43,4%) 82 (56,6%) 1,334 0,930 1,915
Edad (n=120) (n=128) 0,005
<65 51 (63,0%) 30 (37,0%) (linea base)
65-74 38 (48,7%) 40 (51,3%) 1,529 0,952 2,455 0,079
>=75 31 (34,8%) 58 (65,2%) 2,070 1,331 3,218 0,001
Afo diagnostico (n=120) (n=128) 0,451
<2013 22 (41,5%) 31 (58,5%) (linea base)
2013-2016 77 (50,0%) 77 (50,0%) 0,801 0,527 1,218 0,300
>2016 21 (51,2%) 20 (48,8%) 1,017 0,576 1,795 0,953
ECOG (n=120) (n=128) <0,001
1 108 (59,0%) 75 (41,0%) (linea base)
>=2 12 (18,5%) 53 (81,5%) 3,351 2,345 4,787
Presencia de polipos (n=120) (n=128) 0,392
No 55 (46,2%) 64 (53,8%) (linea base)
Si 65 (50,4%) 64 (49,6%) 0,859 0,607 1,216

Progresion

Vivos o Exitus HR 1C95% p

Clinica (n=120) (n=128) 0,029
Asintomaticos 19 (67,9%)  9(32,1%) (linea base)
Sintomaticos 101 (45,9%) 119 (54,1%) 2,127 1,080 4,190
Localizacion tumoral (n=120) (n=128) 0,242
Colon derecho 51 (46,4%) 59 (53,6%) (linea base)



CAPITULO V: RESULTADOS

177

Colon izquierdo 51 (54,8%) 42 (45,2%) 0,801 0,539 1,191 0,273
Recto 18 (40,0%) 27 (60,0%) 1,204 0,763 1,899 0,424
Grado diferenciacion (n=119) (n=128) 0,009
Bien 39 (60,0%) 26 (40,0%) (linea base)

Moderado 70 (45,5%) 84 (54,5%) 1,702 1,096 2,645 0,018
Pobre 10 (35,7%) 18 (64,3%) 2,470 1,352 4,512 0,003
Patron crec. tumoral (n=117) (n=128) <0,001
Expansivo 85 (56,7%) 65 (43,3%) (linea base)

Infiltrativo 32 (33,7%) 63 (66,3%) 2,045 1,443 2,899

CMS (n=111) (n=117) 0,133
CMS 2-3 82 (52,6%) 74 (47,4%) (linea base)

CMS1 21 (43,8%) 27 (53,3%) 1,332 0,857 2,070 0,203
CMS 4 8 (33,3%) 16 (66,7%) 1,642 0,955 2,821 0,073
Estado MSI (n=120) (n=128) 0,357
MSI- 99 (49,5%) 101 (50,5%) (linea base)

MSI+ 21 (43,8%) 27 (56,3%) 1,221 0,798 1,868

Estadio (n=120) (n=128) <0,001
0-1-11 67 (59,3%) 46 (40,7%) (linea base)

III 44 (51,2%) 42 (48,8%) 1,325 0,871 2,014 0,188
v 9(18,4%) 40 (81,6%) 3,865 2,502 5972  <0,001
Estadio T (n=120) (n=128) <0,001
Tis-T1-T2-T3 99 (54,1%) 84 (45,9%) (linea base)

T4 21(32,3%) 44 (67,7%) 1,981 1,373 2,857

Estadio N (n=120) (n=128) 0,003
NO 71 (56,8%) 54 (43,2%) (linea base)

N1-N2 49 (39,8%) 74 (60,2%) 1,717 1,207 2,442

Estadio M (n=120) (n=128) <0,001
MO 111 (55,8%) 88 (44,2%) (linea base)

M1 9 (18,4%) 40 (81,6%) 3403 2,317 4,999
Mutacion del gen

KRAS (n=112) (n=126) 0,974
No mutado 55 (46,6%) 63 (53,4%) (linea base)

Mutado 57 (47,5%) 63 (52,5%) 0994 0,701 1,410
Mutacion del gen

NRAS (n=112) (n=126) 0,054
No mutado 92 (44,7%) 114 (55,3%) (linea base)

Mutado 20 (62,5%) 12 (37,5%) 0,557 0,307 1,010
Mutacion del gen

BRAF (n=112) (n=126) 0,039
No mutado 107 (49,1%) 111 (50,9%) (linea base)

Mutado 5(25,0%) 15 (75,0%) 1,770 1,030 3,042
Infiltracion vascular (n=120) (n=128) <0,001
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No 112 (53,3%) 98 (46,7%) (linea base)
Si 8 (21,1%) 30 (78,9%) 2,688 1,778 4,062
Infiltracion linfatica (n=120) (n=128) <0,001
No 96 (56,8%) 73 (43,2%) (linea base)
Si 24 (30,4%) 55 (69,6%) 2,192 1,541 3,117
Infiltracion perineural (n=120) (n=128) <0,001
No 105 (53,6%) 91 (46,4%) (linea base)
Si 15 (28,8%) 37 (71,2%) 2,152 1,465 3,162
Progresion

Vivos o Exitus HR 1C95% p
Inf. macrofagica
CD163+ (n=66) (n=78) 0,645
No 8(40,0%) 12 (60,0%) (linea base)
Solo forma fusiforme 29 (44,6%) 36 (55,4%) 0,955 0,496 1,838 0,890
Con ambas formas 29 (49,2%) 30 (50,8%) 0,779 0,398 1,521 0,464
Inf. macrofagica CD14+ (n=68) (n=76) 0,459
No 5(31,3%) 11(68,8%) (linea base)
Solo forma fusiforme 31 (48,4%) 33 (51,6%) 0,678 0,342 1,345 0,266
Con ambas formas 32 (50,0%) 32 (50,0%) 0,655 0,330 1,301 0,227
Inmunoscore (n=48) (n=56) 0,588
Bajo 37 (44,0%) 47 (56,0%) (linea base)
Medio/Alto 11 (55,0%) 9 (45,0%) 0,821 0,402 1,677
Indice de Shannon (n=17) (n=28) 0,402
Media (DT) 3,09 (0,30) 3,14 (0,37) 1,644 0514 5,266
Indice de Simpson
(x100) (n=17) (n=28) 0,699
Media (DT) 91,4(2,7) 90,8 (4,0) 0,979 0,881 1,088
Ind. Berger-Parker
(x100) (n=17) (n=28) 0,278
Media (DT) 18,7 (54) 20,9 (8,0) 1,032 0,975 1,093
Tiempo (m) diag.-
cirugia (n=120) (n=127) 0,339
Media (DT) 1,56 (1,86) 1,85 (3,11) 1,028 0,971 1,088
CEA preoperatorio (n=96) (n=85) 0,031
Media (DT) 5,99 (20,3) 11,90 (34,3) 1,006 1,001 1,012
Quimio. adyuvante (n=120) (n=128) 0,039
Si 56 (56,0%) 44 (44,0%) (linea base)
No 64 (43,2%) 84 (56,8%) 1,468 1,019 2,114
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Por dultimo, se decide construir un modelo de regresion de Cox
multivariante con aquellos factores significativos desde el punto de vista
univariante para un nivel de significaciéon del 10%. Del modelo final también
hemos eliminado el CEA preoperatorio al tener muchos datos faltantes (sdlo se ha
recogido en 181 de los 248 pacientes con tumor budding recogido). La Tabla 47
muestra el modelo ajustado sobre los 235 pacientes con informacion para los 15
factores pronosticos considerados. La presencia de una edad elevada (p = 0,037),
de un ECOG mayor de 1 (p < 0,001), de una clinica sintomatica (p = 0,013), de un
grado de diferenciacion moderado o pobre (p = 0,002), de un patrén infiltrativo (p
= 0,008) y un estadio M1 (p < 0,001) son factores relacionados de forma
significativa con la supervivencia libre de progresion en este tipo de pacientes en
los que se ha medido su valor respecto al tumor budding.

Tabla 47. Modelizacién multivariante de la SLP en pacientes con tumor budding

Modelos univariantes Modelo multivariante (n=235)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Tumor budding 0,001 0,350
No /<10 focos (linea base)
>=10 focos 1,927 1,304 2,846
Edad 0,005 0,037
<65 (linea base) (linea base)
65-74 1,529 0952 2455 0,079 1,929 1,167 3,187 0,010
>=75 2,070 1,331 3,218 0,001 1,574 0944 2,625 0,082
ECOG <0,001 <0,001
1 (linea base) (linea base)
>=D 3,351 2,345 4,787 3,027 1,983 4,620

Modelos univariantes Modelo multivariante (n=235)

HR 1C95% p HR 1C95% p
Clinica 0,029 0,013
Asintomaticos (linea base) (linea base)
Sintomaticos 2,127 1,080 4,190 2,444 1,209 4,942
Grado diferenciacion 0,009 0,002
Bueno (linea base) (linea base)
Moderado 1,702 1,096 2,645 0,018 1,753 1,098 2,797 0,019
Pobre 2,470 1,352 4,512 0,003 3,083 1,636 5,810 <0,001
Patron crec. tumoral <0,001 0,008
Expansivo (linea base) (linea base)
Infiltrativo 2,045 1,443 2,899 1,658 1,139 2,413
Estadio T <0,001 0,951
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Tis-T1-T2-T3 (linea base)

T4 1,981 1,373 2,857

Estadio N 0,003 0,882
NO (linea base)

N1-N2 1,717 1,207 2,442

Estadio M <0,001 <0,001
MO (linea base) (linea base)

M1 3,403 2,317 4,999 2,798 1,799 4,351
Mutacion del gen

NRAS 0,054 0,283
No mutado (linea base)

Mutado 0,557 0,307 1,010

Mutacion del gen

BRAF 0,039 0,486
No mutado (linea base)

Mutado 1,770 1,030 3,042

Infiltracion vascular <0,001 0,159
No (linea base)

Si 2,688 1,778 4,062

Infiltracion linfatica <0,001 0,127
No (linea base)

Si 2,192 1,541 3,117

Infiltracion

perineural <0,001 0,257
No (linea base)

Si 2,152 1,465 3,162

Quimio. adyuvante 0,039 0,685
Si (linea base)

No 1,468 1,019 2,114

5.4. RELACION CON LA INFILTRACION MACROFAGICA CD163+

Como se ha visto en la Tabla 6, se obtiene informacion sobre la infiltracion
macrofagica CD163+ en unicamente 158 de los 255 pacientes incluidos en el
estudio, de los cuales 20 no presentaban este tipo de infiltracion y 138 si la
presentaban (70 en forma unicamente fusiforme, 5 en forma unicamente
redondeada, 61 con ambas formas y 2 en los que no conociamos la forma).

Se analiza las diferencias existentes en los pacientes con infiltracién
macrofadgica CD163+ segun su forma considerando para ellos dos grupos de
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pacientes: los 70 con infiltracién so6lo fusiforme y los 61 con infiltracion con ambas
formas. Se observa las posibles diferencias respecto a caracteristicas demograficas
basicas, caracteristicas clinico-patoldgicas al diagnodstico, infiltracion tumoral, el
inmunoscore, la microbiota, el tratamiento recibido, asi como en la supervivencia
global y supervivencia libre de progresion.

5.4.1. Relacion con las caracteristicas demograficas basicas

La Tabla 48 muestra una comparacion de las principales caracteristicas
demograficas segun su clasificacion. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en la edad de los pacientes (p = 0,024), con mayores edades en los
que presentan infiltracion con ambas formas respecto a los que presentan
infiltracion CD163+ de formas solo fusiformes.

Tabla 48. Caracteristicas demogrdficas bdsicas segun tipo de infiltracion macrofigica CD163+

Solo Fusiformes y
Total fusiformes redondeadas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Sexo 0,283
Hombres 80 (61,1%) 46 (65,7%) 34 (55,7%)
Mujeres 51 (38,9%) 24 (34,3%) 27 (44,3%)
Edad al diagnéstico 0,024
Media (DT) 67,3(11,9) 65,1 (12,0) 69,8 (11,5)
Mediana (Min.-Max.) 69 (18-88) 68 (18-85) 72 (34-88)
Menos de 65 afios 46 (35,1%) 27 (38,6%) 19 (31,1%)
65-74 afos 44 (33,6%) 28 (40,0%) 16 (26,2%)
75 afios 0 mas 41 (31,3%) 15(21,4%) 26 (42,6%)

5.4.2. Relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

La Tabla 49 muestra la relacion de algunas caracteristicas clinicas al
diagnostico de los pacientes con el tipo de infiltracion macrofagica CD163+. Se
objetiva que la distribucion segiin afio de diagndstico, ECOG, presencia de
polipos y presentacion clinica es similar en ambos grupos de pacientes.
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Tabla 49. Caracteristicas al diagndstico segtin tipo de infiltracion macrofigica CD163+.

Solo Fusiformesy

Total fusiformes redondeadas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Ano diagnostico 0,990
Antes de 2013 41 (31,3%) 22 (31,4%)  19(31,1%)
2013-2016 86 (65,6%) 46 (65,7%) 40 (65,6%)
Después de 2016 43,1%)  2(2,9%) 2 (3,3%)
ECOG 0,336
1 98 (74,8%) 56 (80,0%) 42 (68,9%)
2 23 (17,6%) 10(14,3%) 13 (21,3%)
>=3 10 (7,6%)  4(57%) 6 (9,8%)
Presencia de polipos 0,999
No 65 (50,0%) 35(50,7%) 30 (49,2%)
Si 65 (50,0%) 34 (49,3%)  31(50,8%)
Clinica 0,219
Sintomaticos 120 (91,6%) 62 (88,6%) 58 (95,1%)
Asintomaticos 11 (8,4%) 8 (11,4%) 3 (4,9%)

La Tabla 50 muestra las caracteristicas del tumor colorrectal
diagnosticados segun el tipo de infiltracion macrofagica CD163+. Se observan
diferencias estadisticamente significativas en la localizacion tumoral (p = 0,010),
con un mayor porcentaje de pacientes con localizacion en el colon derecho en los
que presentan solo formas fusiformes y un mayor porcentaje de pacientes con
localizacion en el colon izquierdo en los que presentan formas fusiformes y
redondeadas. Del mismo modo, se observan diferencias estadisticamente
significativas en el grado de diferenciacion (p = 0,013), ya que los que presentan
formas solo fusiformes tienen un mayor porcentaje de G1 y G2, mientras que los
que presentan ambas formas tienen un mayor porcentaje de G3. También se
observan diferencias significativas (p = 0,003) respecto a la inestabilidad
microsatélites en los que presentan ambas formas, mientras que los que presentan
formas solo fusiformes tienen mayor presencia del resto de los subtipos. Por
tanto, se obtienen diferencias respecto al estado MSI, con un porcentaje de
positivos significativamente mayor (p < 0,001) en los que presentan ambas formas.
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Tabla 50. Caracteristicas del tumor colorrectal seguin tipo de infiltracién macrofigica

CD163+.
Solo Fusiformesy
Total fusiformes redondeadas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Localizacion tumoral 0,010
Colon derecho 52 (39,7%) 20 (28,6%) 32 (52,5%)
Colon izquierdo 53 (40,5%) 36 (51,4%) 17 (27,9%)
Recto 26 (19,8%) 14 (20,0%) 12 (19,7%)
Grado de diferenciacion 0,013
Gl 35 (26,7%) 23 (32,9%) 12 (19,7%)
G2 84 (64,1%) 45 (64,3%) 39 (63,9%)
G3 12 (9,2%) 2 (2,9%) 10 (16,4%)
Patron de crecimiento
tumoral 0,350
Expansivo 81 (64,8%) 40 (60,6%) 41 (69,5%)
Infiltrativo 44 (35,2%) 26 (39,4%) 18 (30,5%)
Tumor budding 0,198
No 47 (37,9%) 21 (32,3%) 26 (44,1%)
Si 77 (62,1%) 44 (67,7%) 33 (55,9%)
Histologia 0,003
Convencional 47 (35,9%) 26 (37,1%) 21 (34,4%)
Serrado 31 (23,7%) 20 (28,6%) 11 (18,0%)
Cribiforme tipo comedo 24 (18,3%) 14 (20,0%) 10 (16,4%)
Inestabilidad microsatélites 20 (15,3%) 3 (4,3%) 17 (27,9%)
Mucinoso 9(6,9%) 7 (10,0%) 2 (3,3%)
Estado MSI <0,001
MSI- 111 (84,7%) 67 (95,7%) 44 (72,1%)
MSI+ 20 (15,3%) 3 (4,3%) 17 (27,9%)

La Tabla 51 muestra el estadiaje del tumor colorrectal diagnosticado segun
el tipo de infiltracion macrofagica CD163+ de los pacientes. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las caracteristicas
relacionadas con el estadiaje.
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Tabla 51. Estadio clinico segtin tipo de infiltracion macrofigica CD163+.

Solo Fusiformesy

Total fusiformes redondeadas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)

Estadio 0,523
0-I-11 62 (47,3%) 30(42,9%)  32(52,5%)
I 46 (35,1%) 26 (37,1%) 20 (32,8%)
v 23 (17,6%) 14 (20,0%) 9 (14,8%)

Estadio T 0,794
Tis-T1-T2 17 (13,0%) 9 (12,9%) 8 (13,1%)
T3 79 (60,3%) 44 (62,9%) 35 (57,4%)
T4 35 (26,7%) 17 (24,3%) 18 (29,5%)

Estadio N 0,474
NO 64 (489%) 31 (44,3%) 33 (54,1%)
N1 41 (31,3%) 25(35,7%) 16 (26,2%)
N2 26 (19,8%) 14(20,0%)  12(19,7%)
Solo Fusiformesy

Total fusiformes redondeas p

Estadio M 0,495
MO 108 (82,4%) 56 (80,0%) 52 (85,2%)
M1 23 (17,6%) 14 (20,0%) 9 (14,8%)

La Tabla 52 muestra el resultado de las pruebas de marcadores tumorales
el tipo de infiltracion macrofagica CD163+ de los pacientes. No existen diferencias
significativas entre ambos grupos de pacientes.

Tabla 52. Pruebas de marcadores tumorales segiin tipo de infiltracion macrofigica

CD163+.
Solo Fusiformesy
Total fusiformes redondeadas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Mutacion del gen
KRAS 0,218
No mutado 65 (50,4%) 31 (44,9%) 34 (56,7%)
Mutado 64 (49,6%) 38 (55,1%) 26 (43,3%)
Mutacion del gen
NRAS 0,999
No mutado 110 (85,3%) 59 (85,5%) 51 (85,0%)

Mutado 19 (14,7%) 10 (14,5%) 9 (15,0%)
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Mutacion del gen

BRAF 0,187
No mutado 119 (92,2%) 66 (95,7%) 53 (88,3%)
Mutado 10(7,8%) 3(43%)  7(11,7%)

5.4.3 Relacion con la infiltracion tumoral

La Tabla 53 muestra la infiltraciéon tumoral observada tipo de infiltracién
macrofdgica CD163+. Se observa una relacion significativa con el tipo de
Infiltracion macrofdgica CD14+, con una asociacion entre las formas de ambas
infiltraciones.

Tabla 53. Caracteristicas de las infiltraciones analizadas seguin tipo de infiltracion

macrofagica CD163+.
Solo Fusiformesy

Total fusiformes redondeas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Infiltracion vascular 0,999
No 107 (84,3%) 56 (84,8%) 51 (83,6%)
Si 20 (15,7%) 10 (15,2%) 10 (16,4%)
Infiltracion linfatica 0,999
No 87 (68,5%) 45 (68,2%) 42 (68,9%)
St 40 (31,5%) 21 (31,8%) 19 (31,1%)
Infiltracién perineural 0,999
No 103 (81,1%) 54 (81,8%) 49 (80,3%)
Si 24 (18,9%) 12 (18,2%) 12 (19,7%)
Infiltracién macrofagica
CD14+ <0,001
No 8(6,6%)  4(6,3%) 4 (6,9%)
Solo forma fusiforme 57 (46,7%) 44 (68,8%) 13 (22,4%)
Forma fusiforme y
redondeada 57 (46,7%) 16 (25,0%) 41 (70,7%)

5.4.4 Relacion con el subtipo molecular

La Tabla 54 muestra la relacion del subtipo molecular de los pacientes en
los que se ha valorado esta cuestion con el grupo definido segun el tipo de
infiltracion macrofagica CD163+. Existe una relacion muy significativa (p = 0,001)
entre ambas caracteristicas, con una mayor presencia de pacientes con CMS 1 en
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los pacientes con ambas formas, mientras que los pacientes con forma solo
fusiforme muestran un mayor porcentaje de pacientes con CMS 2-3.

Tabla 54. Subtipo molecular seguin tipo de infiltracion macrofigica CD163+

Solo Fusiformes y

Total fusiformes redondeas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Subtipo
molecular 0,001
CMS1 20 (15,9%) 3 (4,5%) 17 (28,3%)
CMS 2-3 95 (754%) 56 (84,8%) 39 (65,0%)
CMS 4 11 (8,7%) 7 (10,6%) 4 (6,7%)

5.4.5 Relacion con la clasificacion Inmunoscore

La Tabla 55 muestra la relacion de la clasificacion Inmunoscore de los
pacientes en los que se ha valorado esta cuestion con el grupo definido segun tipo
de infiltracion macrofagica CD163+. No existe una relacion estadisticamente
significativa (p = 0,282) entre ambas variables.

Tabla 55. Clasificacion Inmunoscore segtin tipo de infiltracion macrofigica CD163+.

Fusiformes y

Total Solo fusiformes redondeas p
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Inmunoscore 0,282
Bajo 58 (76,3%) 35 (81,4%) 23 (69,7%)
Medio-Alto 18 (23,7%) 8 (18,6%) 10 (30,3%)

5.4.6 Relacion con la microbiota

Se ha llevado a cabo un estudio de microbiota en 23 de los 131 pacientes
incluidos en el estudio con infiltraciéon macrofagica CD163+ solo fusiforme o de
ambas formas. La Tabla 56 muestra el género mas abundantes y un resumen de
los indices de diversidad de Shannon, Simpson y Berger-Parker para los dos
grupos de pacientes definidos.
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Tabla 56. Microbiota de los pacientes seguin tipo de infiltracién macrofigica CD163+

Fusiformes y

Total  Solo fusiformes redondeadas
Total 23 (100%) 13 (100%) 10 (100%)
Género mas abundante
Phocaeicola 7 (30,4%) 5 (38,5%) 2 (20,0%)
Bacteroides 4 (17,4%) 2 (15,4%) 2 (20,0%)
Fusobacterium 2 (8,7%) 2 (15,4%) 0 (0,0%)
Prevotella 3 (13,0%) 2 (15,4%) 1 (10,0%)
Salmonella 2 (8,7%) 1(7,7%) 1 (10,0%)
Faecalibacterium 2 (8,7%) 1(7,7%) 1 (10,0%)
Parabacteroides 1(4,3%) 0 (0,0%) 1 (10,0%)
Akkermansia 1 (4,3%) 0(0,0%) 1 (10,0%)
Vescimonas 1(4,3%) 0 (0,0%) 1 (10,0%)
Indice de Shannon
Media (DT) 3,06 (0,38) 3,02 (0,26) 3,11 (0,50)

Mediana (P25-P75)
Indice de Simpson
Media (DT)

Mediana (P25-P75)
Indice de Berger-Parker
Media (DT)

Mediana (P25-P75)

3,12 (2,82-3,32)

0,901 (0,041)
0,900 (0,879-0,928)

0,218 (0,076)
0,223 (0,164-0,270)

2,95 (2,83-3,24)

0,898 (0,027)
0,898 (0,879-0,916)

0,227 (0,062)
0,223 (0,176-0,270)

3,25 (2,73-3,52)

0,905 (0,057)

0,913 (0,886-0,952)

0,205 (0,093)

0,205 (0,119-0,243)

5.4.7 Relacion con el tratamiento recibido

La Tabla 57 muestra un resumen de la intencién de la cirugia, del tiempo

desde diagnodstico a cirugia y de los niveles de antigeno carcinoembrionario
(CEA) preoperatorio en los pacientes que recibieron cirugia segun el tipo de
infiltraciéon macrofdgica CD163+. No hay diferencias en los aspectos considerados
respecto al tratamiento quirtrgico recibido entre los dos grupos de pacientes.

Tabla 57. Tratamiento quirirgico segun tipo de infiltracion macrofigica CD163+.

Solo Fusiformes y

Total  fusiformes redondeadas p
Con cirugia 130 (100%) 69 (100%) 61 (100%)
Intencion 0,749
Curativa 120 (92,3%) 63 (91,3%) 57 (93,4%)
Paliativa 10 (7,7%) 6 (8,7%) 4 (6,6%)
Tiempo (meses) desde 0,491
diag.
Media (DT) 1,59 (2,98) 1,76 (3,63) 1,40 (2,02)

Mediana (Min.-Max.)

0,97 (0,0-27,5)

0,93 (0,0-27,5)

1,00 (0,0-14,7)
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CEA preoperatorio
No consta

Media (DT)
Mediana (P25-P75)

0,980
29 (22,3%) 17 (24,6%) 12 (19,7%)
5,05 (6,99) 5,03 (6,33) 5,07 (7.69)
2,4(0,5-36.0) 2,4(0,5-334)  2,1(0,5-36.0)

La Tabla 58 muestra
adyuvante en cada uno de

un resumen del tratamiento de quimioterapia

los grupos considerados, sin diferencias en el

porcentaje de pacientes tratados.

Tabla 58. Tratamiento quimioterapia adyuvante sequin tipo de infiltracién macrofigica CD163+

Solo Fusiformes y
Total  fusiformes redondeadas p

Total

Quimioterapia adyuvante
No

St

Xelox

Capecitabina

Folfox

131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
0,586

74 (56,5%) 38 (54,3%) 36 (59,0%)

57 (435%)  32(457%) 25 (41,0%)

48 (84,2%)  29(90,6%) 19 (76,0%)

3 (5,3%) 0 (0,0%) 3 (12,0%)

6 (10,5%) 3 (9,4%) 3 (12,0%)

5.4.8 Relacion con la supervivencia global

La Tabla 59 resume el estado de los pacientes al final del seguimiento del
estudio, describiendo las causas de fallecimiento en aquellos que fallecen durante

el mismo.

Tabla 59. Estado en la ultima visita segtin tipo de infiltracién macrofigica CD163+.

Solo  Fusiformesy

Total fusiformes redondeadas
Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Estado ultima visita
Vivos 67 (51,1%) 36 (51,4%) 31 (50,8%)
Exitus 64 (48,9%) 34 (48,6%) 30 (49,2%)
Céncer 31 (23,7%) 17 (24,3%) 14 (23,0%)
Infeccion 18 (13,7%) 9 (12,9%) 9 (14,8%)
Acc. cardiovascular 6 (4,6%) 4 (5,7%) 2 (3,3%)
Otra neoplasia 1(0,8%) 0 (0,0%) 1 (1,6%)

Ictus

3(2,3%) 2(2,9%) 1(1,6%)
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Cirrosis 1(0,8%) 0 (0,0%) 1(1,6%)
No consta 4(3,1%) 2 (2,9%) 2 (3,3%)

La Figura 25 muestra las curvas de supervivencia global estimadas de
estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno de los
grupos de pacientes considerados. La supervivencia de ambos grupos de
pacientes es similar, sin diferencias significativas al aplicar la prueba de Breslow
(p=0,776), la prueba Log-Rank (p = 0,787) o la prueba de Tarone-Ware (p = 0,764).

1.001
Inf. macrofigica CD163+
Solo fusiforme
0.751 — Ambas formas
0.50 1
0.251
0004 61 56 50 46 42 37 35 32 29 19 11 9 4 2 2 2 2 A1

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156168180192204
Tiempo desde diagnéstico (meses)
Grifica 25. Supervivencia global estimada segiin tipo de infiltracion macrofigica CD163+

5.4.9 Relacion con la supervivencia libre de progresion

Como se comentd anteriormente, a lo largo del seguimiento se ha
registrado la posible progresion de los pacientes y su localizacion. La Tabla 60
resume la presencia de progresion en estos pacientes.

Tabla 60. Progresion durante el sequimiento seguin tipo de infiltracién macrofagica CD163+.

Solo Fusiformes y
Total fusiformes redondeadas

Total 131 (100%) 70 (100%) 61 (100%)
Progresion

No 94 (71,8%) 48 (68,6%) 46 (75,4%)
Si 37 (28,2%) 22 (31,4%) 15 (24,6%)
Hepatica 11 (8,4%) 7 (10,0%) 4 (6,6%)
Peritoneal 11 (8,4%) 7 (10,0%) 4 (6,6%)
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Pulmonar 9 (6,9%) 6 (8,6%) 3 (4,9%)
Ganglionar 2 (1,5%) 1(1,4%) 1(1,6%)
Osea 4(3,1%) 1(1,4%) 3 (4,9%)

1.00
Inf. macrofagica CD163+
Solo fusiforme
0.75- = Ambas formas
0.50 1
0.25 1
0004 61 53 45 44 40 36 34 31 28 19 11 9 4 2 2 2 2 1

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156168180192204
Tiempo desde diagnéstico (meses)
Grifica 26. Supervivencia libre de progresion estimada seguin tipo de infiltracion macrofigica
CD163+.

La Figura 26 muestra las curvas de supervivencia libre de progresion
estimadas de estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno
de los grupos considerados. La supervivencia libre de progresiéon de ambos
grupos de pacientes es similar, sin diferencias significativas al aplicar la prueba
de Breslow (p = 0,406), la prueba Log-Rank (p = 0,595) o la prueba de Tarone-Ware
(p=0,492).

5.5. RELACION CON LA INFILTRACION MACROFAGICA CD14+

Como se ha visto en la Tabla 6, se obtiene informacion sobre la infiltracion
macrofagica CD14+ en tunicamente 140 de los 255 pacientes incluidos en el
estudio, de los cuales 17 no presentaban este tipo de infiltracion y 133 si la
presentaban (66 en forma tinicamente fusiforme y 67 con ambas formas).
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Se analizan las diferencias existentes en los pacientes con infiltracién
macrofagica CD163+ segtin su forma. Se ven las posibles diferencias respecto a
caracteristicas demograficas bdasicas, caracteristicas clinico-patoldgicas al
diagnostico, infiltracion tumoral, clasificacion inmunoscore, microbiota,
tratamiento recibido, asi como en la supervivencia global y supervivencia libre de
progresion.

5.5.1. Relacion con las caracteristicas demograficas basicas

La Tabla 61 muestra una comparacion de las principales caracteristicas
demograficas segun su clasificacion, no observandose diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de ellas.

Tabla 61. Caracteristicas demogrificas bdsicas segtin tipo de infiltracion macrofigica

CD14+.
Solo Fusiformesy
Total fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Sexo 0,720
Hombres 84 (63,2%) 43 (652%) 41 (61,2%)
Mujeres 49 (38,8%) 23 (34,8%) 26 (38,8%)
Edad al diagndstico 0,758
Media (DT) 68,1 (10,6) 67,8 (10,1) 68,4 (11,1)
Mediana (Min.-Max.) 69 (34-88) 69 (39-86) 70 (34-88)
Menos de 65 afios 43 (32,3%) 20(30,3%) 23 (34,3%)
65-74 afos 48 (36,1%) 26 (39,4%)  22(32,8%)
75 afios 0 mas 42 (31,6%) 20 (30,3%) 22 (32,8%)

5.5.2. Relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

La Tabla 62 muestra la relacion de algunas caracteristicas clinicas al
diagnostico de los pacientes con el tipo de infiltracion macrofagica CD14+. Se
observa que la distribucion segin ano de diagndstico, ECOG, presencia de
polipos y presentacion clinica es similar en ambos grupos de pacientes.
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Tabla 62. Caracteristicas al diagndstico segtin tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

Solo  Fusiformesy

Total fusiformes  redondeadas p
133
Total (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Ano diagnostico 0,383
Antes de 2013 41 (30,8%) 20 (30,3%) 21 (31,3%)
2013-2016 87 (65,4%) 45 (68,2%) 42 (62,7%)
Después de 2016 5 (3,8%) 1(1,5%) 4 (6,0%)
ECOG 0,310
100
1 (75,2%) 53 (80,3%) 47 (70,1%)
2 23 (17,3%) 10 (15,2%) 13 (19,4%)
>= 10 (7,5%) 3 (4,5%) 7 (10,4%)
Solo  Fusiformesy
Total fusiformes redondeas p
Presencia de polipos 0,490
No 66 (49,6%) 35 (53,0%) 31 (46,3%)
St 67 (50,4%) 31 (47,0%) 36 (53,7%)
Clinica 0,398
120
Sintomaticos (90,2%) 58 (87,9%) 62 (92,5%)
Asintomaticos 13 (9,8%) 8 (12,1%) 5 (7,5%)

La Tabla 63 muestra las caracteristicas del tumor colorrectal
diagnosticados segun el tipo de infiltracion macrofagica CD14+. Se observan
diferencias significativas (p = 0,015) respecto al estado de microsatélites, con una
mayor presencia de inestabilidad microsatélites en los que presentan ambas
formas, mientras que los que presentan formas solo fusiformes tienen mayor
presencia del resto de subtipos. Por tanto, se obtienen diferencias respecto al
estado MSI, con un porcentaje de positivos significativamente mayor (p = 0,001)
en los que presentan ambas formas.
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Tabla 63. Caracteristicas del tumor colorrectal seguin tipo de infiltracién macrofigica

CD14+.
Solo Fusiformesy
Total fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Localizacion tumoral 0,176
Colon derecho 55 (41,4%) 22 (33,3%) 33 (49,3%)
Colon izquierdo 53 (39,8%) 30 (45,5%) 23 (34,3%)
Recto 25 (18,8%) 14 (21,2%) 11 (16,4%)
Grado de diferenciacion 0,192
Gl 37 (28,0%) 18 (27,7%) 19 (28,4%)
G2 83 (62,9%) 44 (67,7%) 39 (58,2%)
G3 12 (9,1%) 3 (4,6%) 10 (13,4%)
Patron de crecimiento
tumoral 0,269
Expansivo 85 (65,9%) 39 (60,9%) 46 (70,8%)
Infiltrativo 44 (34,1%) 25(39,1%) 19 (29,2%)
Tumor budding 0,103
No 50 (39,1%) 20 (31,3%) 30 (46,9%)
Si 78 (60,9%) 44 (68,8%) 34 (53,1%)
Histologia 0,015
Convencional 47 (35,3%) 25 (37,9%) 22 (32,8%)
Cribiforme tipo comedo 25 (18,8%) 16 (24,2%) 9 (13,4%)
Inestabilidad microsatélites 20 (15,0%) 3 (4,5%) 17 (25,4%)
Mucinoso 10 (7,5%) 6 (9,1%) 4 (6,0%)
Serrado 31 (23,3%) 16 (24,2%) 15 (22,4%)
Estado MSI 0,001
MSI- 113 (85,0%) 63 (95,5%) 50 (74,6%)
MSI+ 20 (15,0%) 3 (4,5%) 17 (25,4%)

La Tabla 64 muestra el estadiaje del tumor colorrectal diagnosticado segun

el tipo de infiltracion macrofagica CDI14+, no observandose diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 64. Estadio clinico seguin tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

Solo Fusiformesy
Total fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Estadio 0,799
0-I-11 64 (48,1%) 30 (45,5%) 34 (50,7%)

I 47 (35,3%)

25 (37,9%)

22 (32,8%)
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v 22 (16,5%) 11 (16,7%) 11 (16,4%)
Estadio T 0,413
Tis-T1-T2 21 (15,8%) 12 (18,2%) 9 (13,4%)
T3 82 (61,7%) 37 (56,1%) 45 (67,2%)
T4 30 (22,6%) 17 (25,8%) 13 (19,4%)
Estadio N 0,550
NO 67 (50,4%) 32 (48,5%) 35 (52,2%)
N1 39 (29,3%) 18 (27,3%) 21 (31,3%)
N2 27 (20,3%) 16 (24,2%) 11 (16,4%)
Estadio M 0,999
MO 111 (83,5%) 55 (83,3%) 56 (83,6%)
M1 22 (16,5%) 11 (16,7%) 11 (16,4%)

La Tabla 65 muestra el resultado de las pruebas de marcadores tumorales
el tipo de infiltracion macrofagica CD14+ de los pacientes. Se observa un
porcentaje significativamente mayor de pacientes con mutacion del gen BRAF en
los que presentan ambas formas (p = 0,033).

Tabla 65. Pruebas de marcadores tumorales segtin tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

Solo Fusiformesy

Total fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Mutacion del gen
KRAS 0,384
No mutado 65(49,2%) 35(53,8%) 30 (44,8%)
Mutado 67 (50,8%) 30 (46,2%) 37 (55,2%)
Mutacion del gen
NRAS 0,482
No mutado 111 (84,1%) 53 (81,5%) 58 (86,6%)
Mutado 21(15,9%) 12 (18,5%) 9 (13,4%)
Mutacion del gen
BRAF 0,033
No mutado 123 (93,2%) 64 (98,5%) 59 (88,1%)
Mutado 9 (6,8%) 1 (1,5%) 8 (11,9%)

5.5.3 Relacion con la infiltracion tumoral

La Tabla 66 muestra la infiltracién tumoral observada tipo de infiltracion
macrofadgica CD14+. Como visto anteriormente, se observa una relacion



CAPITULO V: RESULTADOS

195

significativa entre las formas de ambos tipos de infiltraciones macrofagicas, de

forma que es mas frecuente que los pacientes presenten formas iguales (o solo
fusiformes o de ambas formas) en ambos tipos.

Tabla 66. Caracteristicas de las infiltraciones analizadas segiin tipo de infiltracién

macrofigica CD14+.
Solo  Fusiformesy
Total fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Infiltracion vascular 0,467
No 112 (85,5%) 54 (83,1%) 58 (87,9%)
Si 19 (14,5%) 11 (16,9%) 8 (12,1%)
Infiltracion linfatica 0,707
No 91 (69,5%) 44 (67,7%) 47 (71,2%)
Si 40 (30,5%) 21 (32,3%) 19 (28,8%)
Infiltracion perineural 0,999
No 106 (80,9%) 53 (81,5%) 53 (80,3%)
Si 25 (19,1%) 12 (18,5%) 13 (19,7%)
Infiltracion macrofagica
CD163+ <0,001
No 9 (6,9%) 6 (9,4%) 3 (4,5%)
Solo forma redondeada 5 (3,8%) 1(1,6%) 4 (6,1%)
Solo forma fusiforme 60 (46,2%) 44 (68,8%) 16 (24,2%)
Forma fusiforme y redondeada 54 (41,5%) 13 (20,3%) 41 (62,1%)
Si pero no consta forma 2 (1,5%) 0 (0,0%) 2 (3,0%)

5.5.4 Relacion con el subtipo molecular

La Tabla 67 muestra la relacidon del subtipo molecular de los pacientes en

los que se ha valorado esta cuestion con el grupo definido segun el tipo de

infiltraciéon macrofagica CD14+. Se refleja que existe una relacion significativa (p =

0,001) entre ambas caracteristicas, con una mayor presencia de pacientes con CMS

1 en los pacientes con ambas formas, mientras que los pacientes con forma solo

fusiforme muestran un mayor porcentaje de pacientes con CMS 2-3.
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Tabla 67. Subtipo molecular segiin tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

Solo Fusiformesy

Total fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Subtipo
molecular 0,001
CMS1 20 (15,6%) 3 (4,8%) 17 (26,2%)
CMS 2-3 93 (72,7%) 49 (77,8%) 44 (67,7%)
CMS 4 15 (11,7%) 11 (17,5%) 4 (6,2%)

5.5.5 Relacion con la clasificacion Inmunoscore

La Tabla 68 muestra la relacion de la clasificacion inmunoscore de los 82
pacientes en los que se ha valorado esta cuestion con el grupo definido segun tipo
de infiltraciéon macrofagica CD14+. Se observa un porcentaje mayor de pacientes
con inmunoscore medio/alto en los pacientes con ambas formas (p = 0,015).

Tabla 68. Clasificacion Inmunoscore segtin tipo de infiltracion macrofigica CD14+.
Fusiformes y

Total Solo fusiformes redondeadas p
Total 82 (100%) 41 (100%) 41 (100%)
Inmunoscore 0,015
Bajo 64 (78,0%) 37 (90,2%) 27 (65,9%)
Medio-Alto 18 (22,0%) 4 (9,8%) 14 (34,1%)

5.5.6 Relacion con la microbiota

Se ha llevado a cabo un estudio de microbiota en 24 de los 133 pacientes
incluidos en el estudio con infiltracion macrofadgica CD14+ solo fusiforme o de
ambas formas. La Tabla 69 muestra el género mas abundantes y un resumen de
los indices de diversidad de Shannon, Simpson y Berger-Parker para los dos
grupos de pacientes definidos.
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Tabla 69. Microbiota de los pacientes segtin tipo de infiltracién macrofigica CD14+.

Total  Solo fusiformes Fusif. y redondeas
Total 24 (100%) 10 (100%) 14 (100%)
Género mas abundante
Akkermansia 1 (4,2%) 0(0,0%) 1(7,1%)
Bacteroides 3 (12,5%) 2 (20,0%) 1(7,1%)
Faecalibacterium 2 (8,3%) 0(0,0%) 2 (14,3%)
Fusobacterium 3 (12,5%) 1 (10,0%) 2 (14,3%)
Parabacteroides 1 (4,2%) 0(0,0%) 1(7,1%)
Phocaeicola 6 (25,0%) 3 (30,0%) 3 (21,4%)
Porphyromonas 2 (8,3%) 0(0,0%) 2 (14,3%)
Prevotella 3 (12,5%) 2 (20,0%) 1(7,1%)
Salmonella 2 (8,3%) 2 (20,0%) 0(0,0%)
Vescimonas 1 (4,2%) 0(0,0%) 1(7,1%)
Indice de Shannon
Media (DT) 3,13 (0,37) 2,93 (0,24) 3,27 (0,39)

Mediana (P25-P75)
Indice de Simpson

Media (DT)

Mediana (P25-P75)
Indice de Berger-Parker

Media (DT)

Mediana (P25-P75)

3,15 (2,83-3,34)

0,911 (0,030)
0,907 (0,890-0,931)

0,201 (0,063)
0,220 (0,163-0,249)

2,85 (2,78-3,06)

0,893 (0,017)
0,894 (0,882-0,900)

0,227 (0,045)
0,223 (0,177-0,270)

3,29 (3,12-3,52)

0,924 (0,031)
0,919 (0,907-0,952)

0,183 (0,069)
0,208 (0,110-0,243)

5.5.7 Relacion con el tratamiento recibido

La Tabla 70 muestra un resumen de la intencion de la cirugia, del tiempo
desde diagnostico a cirugia y de los niveles de antigeno carcinoembrionario
(CEA) preoperatorio en los pacientes que recibieron cirugia segun el tipo de
infiltracion macrofagica CD14+. No hay diferencias en los aspectos considerados
respecto al tratamiento quirargico recibido entre los dos grupos de pacientes.

Tabla 70. Tratamiento quiriirgico segun tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

Solo  Fusiformesy

Total  fusiformes redondeadas p
Con cirugia 132 (100%) 65 (100%) 67 (100%)
Intencion 0,999
Curativa 124 (93,9%) 61 (93,8%) 63 (94,0%)
Paliativa 8 (6,1%) 4(6,2%) 4 (6,0%)
Tiempo (meses) desde diagndstico 0,188
Media (DT) 1,61 (2,95) 1,96 (3,72) 1,27 (1,90)

Mediana (Min.-Max.) 1,00 (0,0-27,5) 0,97 (0,0-27,5) 1,07 (0,0-14,7)
CEA preoperatorio 0,573
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No consta
Media (DT)
Mediana (P25-P75)

30 (22,7%)
4,34 (6,33)

15 (23,1%)
4,71 (6,53)

2,15 (0,5-36.0) 2,25 (0,5-33.4)

15 (22,4%)
3,99 (6.17)

1,80 (0,5-36.0)

La Tabla 71 muestra un

resumen del tratamiento de quimioterapia

adyuvante en cada uno de los grupos considerados, sin diferencias en el

porcentaje de pacientes tratados.

Tabla 71. Tratamiento quimioterapia adyuvante sequn tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

Solo Fusiformesy

Total  fusiformes redondeadas p
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Quimioterapia adyuvante 0,602
No 74 (55,6%) 35 (53,0%) 39 (58,2%)
S 59 (44,4%) 31 (47,0%) 28 (41,8%)
Xelox 49 (83,1%) 28 (90,3%) 21 (75,0%)
Capecitabina 4 (6,8%) 1(3,2%) 3 (10,7%)
Folfox 6 (10,2%) 2 (6,5%) 4 (14,3%)

5.5.8 Relacion con la supervivencia global

La Tabla 72 resume el estado de los pacientes al final del seguimiento del

estudio, describiendo las causas de fallecimiento en aquellos que fallecen durante

el mismo.
Tabla 72. Estado en la tiltima visita segiin tipo de infiltracién macrofigica CD14+.

Solo  Fusiformesy
Total fusiformes redondeas
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)

Estado ultima visita
Vivos 72 (54,1%) 37 (56,1%) 35 (52,2%)
Exitus 61 (45,9%) 29 (43,9%) 32 (47,8%)
Cancer 28 (21,1%) 11 (1,67%) 17 (25,4%)
Infeccion 16 (12,0%) 9 (13,6%) 7 (10,4%)
Acc. cardiovascular 6 (4,5%) 3 (4,5%) 3 (4,5%)
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La Figura 27 muestra las curvas de supervivencia global estimadas de
estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno de los
grupos de pacientes considerados. La supervivencia de ambos grupos es similar,
sin diferencias significativas al aplicar la prueba de Breslow (p = 0,893), Log-Rank
(p=0,710) o Tarone-Ware (p = 0,837).

1.007 Inf. macrofagica CD14+
Solo fusiforme
0751 = Ambas formas
e P
0.50 1 |
0.251
0001 67 61 54 51 47 43 37 35 32 2319 11 5 4 3 3 2 1

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156168180192204
Tiempo desde diagnéstico (meses)

Grifica 27. Supervivencia global estimada segiin tipo de infiltracion macrofigica CD14+.

5.5.9 Relacion con la supervivencia libre de progresion

Como se ha comentado anteriormente, a lo largo del seguimiento se ha
registrado la posible progresion de los pacientes y su localizacion. La Tabla 73
resume la presencia de progresion en estos pacientes.

Tabla 73. Progresion durante el sequimiento segtin tipo de infiltracién macrofigica

CD14+.
Solo Fusiformesy
Total  fusiformes redondeadas
Total 133 (100%) 66 (100%) 67 (100%)
Progresion
No 98 (76,7%) 49 (74,2%) 49 (73,1%)
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s 35 (26,3%) 17 (25,8%) 18 (26,9%)
Hepatica 8 (6,0%) 4 (6,1%) 4 (6,0%)
Peritoneal 11 (8,3%) 5 (7,6%) 6 (9,0%)
Pulmonar 9 (6,8%) 5 (7,6%) 4 (6,0%)
Ganglionar 3(2,3%) 2 (3,0%) 1(1,5%)
Osea 4 (3,0%) 1(1,5%) 3 (4,5%)

La Figura 28 muestra las curvas de supervivencia libre de progresion
estimadas de estos pacientes utilizando el método de Kaplan-Meier para cada uno
de los grupos considerados. La supervivencia libre de progresion es similar, sin
diferencias significativas al aplicar la prueba de Breslow (p = 0,725), Log-Rank (p =
0,961) Tarone-Ware (p = 0,804).

1.007 Inf. macrofagica CD14+
Solo fusiforme

0.751 — Ambas formas

0.50 1

0.251

0001 67 56 48 47 42 39 34 32 29 21 17 10 5 4 3 3 2 1

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144156168180192204
Tiempo desde diagndstico (meses)

Grifica 28. Supervivencia libre de progresion estimada seguin tipo de infiltracion macrofigica
CD14+.

5.6. RELACION CON LA MICROBIOTA

Como se observa en la Tabla 8, inicamente se ha recogido informacién de
la microbiota en 45 pacientes de los 255 pacientes incluidos en el estudio. Se
analizan las posibles diferencias respecto a caracteristicas demograficas basicas,
caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico, infiltracion tumoral, clasificacion
inmunoscore, tratamiento recibido, asi como en la supervivencia global y
supervivencia libre de progresion.
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5.6.1. Relacion con las caracteristicas demograficas basicas

La Tabla 74 muestra una comparacion de los valores de los diferentes
indices de diversidad en funcion del sexo y la edad de los pacientes, no
observandose diferencias estadisticamente significativas para ninguna de ellas.

Tabla 74. Microbiota de los pacientes segtin caracteristicas demogrdficas bdsicas

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) p
Indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Sexo 0414
Hombres 23 (51,1%) 3,18 (0,35) 3,15 (2,89-3,45)
Mujeres 22 (48,9%) 3,07 (0,34) 3,13 (2,84-3,27)
Edad al diagnéstico 0,892
<75 afios 23 (51,1%) 3,14 (0,34) 3,12 (2,87-3,33)
>=75 afios 22 (48,9%) 3,10 (0,36) 3,19 (2,87-3,32)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Sexo 0414
Hombres 23 (51,1%) 0,916 (0,032) 0,921 (0,896-0,946)
Mujeres 22 (48,9%) 0,904 (0,039) 0,909 (0,886-0,929)
Edad al diagnéstico 0,540
<75 afios 23 (51,1%) 0,910 (0,032) 0,909 (0,879-0,928)
>=75 afios 22 (48,9%) 0,910 (0,040) 0,913 (0,895-0,935)
indice de Berger-
Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Sexo 0,296
Hombres 23 (51,1%) 0,189 (0,069) 0,178 (0,124-0,224)
Mujeres 22 (48,9%) 0,214 (0,072) 0,218 (0,163-0,244)
Edad al diagnéstico 0,683
<75 afios 23 (51,1%) 0,203 (0,071) 0,214 (0,163-0,255)
>=75 afios 22 (48,9%) 0,199 (0,073) 0,192 (0,161-0,243)

5.6.2. Relacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

La Tabla 75 muestra la relacion de los diferentes indices de diversidad con
algunas caracteristicas clinicas al diagndstico de los pacientes. Se objetiva que los
valores segun afno de diagnostico, ECOG, presencia de pdlipos y presentacion
clinica son similares.
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Tabla 75. Microbiota de los pacientes sequn caracteristicas al diagnéstico

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) 14
indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Ano diagnostico 0,779
Antes de 2015 17 (37,8%) 3,08 (0,36) 3,18 (2,84-3,33)
2015 o posterior 28 (62,2%) 3,15 (0,34) 3,15 (2,91-3,32)
ECOG 0,707
1 32 (71,1%) 3,13 (0,31) 3,13 (2,88-3,30)
>=D 13 (28,9%) 3,10 (0,43) 3,23 (2,87-3,32)
Presencia de pdlipos 0,561
No 11 (24,4%) 3,08 (0,50) 3,17 (2,78-3,44)
Si 34 (75,6%) 3,14 (0,29) 3,15 (2,94-3,32)
Clinica 0,524
Sintomaticos 42 (93,3%) 3,13 (0,35) 3,16 (2,87-3,33)
Asintomaticos 3 (6,7%) 3,00 (0,33) 3,10 (2,63-3,27)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Aiio diagnostico 0,963
Antes de 2015 17 (37,8%) 0,907 (0,043) 0,914 (0,899-0,925)
2015 o posterior 28 (62,2%) 0,912 (0,031) 0,910 (0,899-0,934)
ECOG 0,940
1 32 (71,1%) 0,912 (0,029) 0,911 (0,895-0,928)
>=2 13 (28,9%) 0,905 (0,050) 0,912 (0,886-0,933)
Presencia de polipos 0,673
No 11 (24,4%) 0,901 (0,056) 0,907 (0,876-0,948)
Si 34 (75,6%) 0,913 (0,027) 0,913 (0,896-0,931)
Clinica 0,649
Sintomaticos 42 (93,3%) 0,911 (0,036) 0,913 (0,894-0,933)
Asintomaticos 3(6,7%) 0,901 (0,034) 0,909 (0,865-0,931)
Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Ano diagnostico 0,999
Antes de 2015 17 (37,8%) 0,202 (0,073) 0,198 (0,175-0,224)
2015 o posterior 28 (62,2%) 0,201 (0,071) 0,207 (0,152-0,249)
ECOG 0,900
1 32(71,1%) 0,198 (0,064) 0,201 (0,163-0,234)
>=2 13 (28,9%) 0,209 (0,088) 0,177 (0,161-0,263)
Presencia de pélipos 0,812
No 11 (24,4%) 0,204 (0,097) 0,176 (0,112-0,270)
Si 34 (75,6%) 0,200 (0,062) 0,201 (0,162-0,243)
Clinica 0,856
Sintomaticos 42 (93,3%) 0,201 (0,073) 0,199 (0,162-0,244)
Asintomaticos 3(6,7%) 0,199 (0,033) 0,214 (0,161-0,222)
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La Tabla 76 muestra los valores de los indices de diversidad segun
diferentes caracteristicas del tumor colorrectal diagnosticado. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en ninguna de ellas.

Tabla 76. Microbiota de los pacientes seguin caracteristicas del tumor colorrectal

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) p
Indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Localizacion tumoral 0,751
Colon derecho 28 (62,2%) 3,14 (0,35) 3,18 (2,94-3,32)

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) p
Colon izquierdo 13 (28,9%) 3,11 (0,36) 3,10 (2,87-3,33)
Recto 4 (8,9%) 3,05 (0,36) 3,03 (2,75-3,35)
Grado de diferenciacion 0,186
G1 15 (33,3%) 3,22 (0,39) 3,21 (2,82-3,46)
G2 25 (55,6%) 3,04 (0,32) 3,07 (2,87-3,24)
G3 5(11,1%) 3,26 (0,26) 3,23 (3,15-3,32)
Patron de crecimiento
tumoral 0,206
Expansivo 28 (62,2%) 3,08 (0,37) 3,10 (2,86-3,27)
Infiltrativo 17 (37,8%) 3,20 (0,30) 3,21 (2,95-3,45)
Tumor budding 0,441
No 15 (33,3%) 3,06 (0,45) 3,12 (2,72-3,27)
Si 30 (66,7%) 3,16 (0,29) 3,16 (2,89-3,34)
Estado MSI 0,764
MSI- 35 (77,8%) 3,13 (0,34) 3,15 (2,84-3,34)
MSI+ 10 (22,2%) 3,10 (0,39) 3,19 (2,95-3,27)
indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Localizacion tumoral 0,627
Colon derecho 28 (62,2%) 0,912 (0,038) 0,913 (0,896-0,934)
Colon izquierdo 13 (28,9%) 0,906 (0,033) 0,909 (0,882-0,925)
Recto 4(89%) 0,912 (0,030) 0,911 (0,887-0,936)
Grado de diferenciacion 0,164
G1 15 (33,3%) 0,921 (0,032) 0,924 (0,886-0,948)
G2 25 (55,6%) 0,901 (0,037) 0,907 (0,883-0,925)
G3 5(11,1%) 0,925 (0,027) 0,928 (0,899-0,935)
Patron de crecimiento
tumoral 0,607
Expansivo 28 (62,2%) 0,907 (0,038) 0,907 (0,895-0,929)
Infiltrativo 17 (37,8%) 0,915 (0,033) 0,924 (0,882-0,939)
Tumor budding 0,733

No 15 (33,3%) 0,904 (0,047) 0,907 (0,895-0,931)
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Si 30 (66,7%) 0,913 (0,029) 0,914 (0,886-0,935)

Estado MSI 0,461
MSI- 35 (77,8%) 0,911 (0,030) 0,909 (0,883-0,929)

MSI+ 10 (22,2%) 0,907 (0,053) 0,921 (0,899-0,933)

Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Localizacion tumoral 0,627
Colon derecho 28 (62,2%) 0,198 (0,073) 0,193 (0,152-0,243)

Colon izquierdo 13 (289%) 0,214 (0,072) 0,222 (0,175-0,255)

Recto 4(89%) 0,183 (0,062) 0,170 (0,144-0,223)

Grado de diferenciacion 0,120
G1 15 (33,3%) 0,174 (0,067) 0,169 (0,112-0,224)

G2 25 (55,6%) 0,221 (0,067) 0,218 (0,175-0,263)

G3 5(11,1%) 0,181 (0,082) 0,200 (0,120-0,222)

Patron de crecimiento

tumoral 0,797
Expansivo 28 (62,2%) 0,204 (0,068) 0,201 (0,163-0,243)
Infiltrativo 17 (37,8%) 0,196 (0,078) 0,187 (0,124-0,243)

Tumor budding 0,904
No 15 (33,3%) 0,206 (0,076) 0,200 (0,162-0,255)

Si 30 (66,7%) 0,198 (0,069) 0,206 (0,142-0,243)

Estado MSI 0,913
MSI- 35 (77,8%) 0,200 (0,067) 0,198 (0,163-0,244)

MSI+ 10 (22,2%) 0,206 (0,089) 0,201 (0,161-0,243)

La Tabla 77 muestra los valores de los indices de diversidad en funcion del
estadiaje del tumor colorrectal diagnosticado, no observandose diferencias
estadisticamente significativas.

Tabla 77. Microbiota de los pacientes segiin estadio clinico

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) [4
Indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Estadio 0,627
0-I-1I 20 (44,4%) 3,20 (0,35) 3,16 (3,00-3,39)
I-1vV 18 (40,0%) 3,05 (0,38) 3,16 (2,78-3,27)
v 7 (15,6%) 3,11 (0,24) 3,12 (2,87-3,31)
Estadio T 0,491
Tis-T1-T2 5 (11,1%) 3,05 (0,55) 2,87 (2,82-3,03)
T3 27 (60,0%) 3,12 (0,34) 3,15 (2,87-3,33)
T4 13 (28,9%) 3,17 (0,28) 3,19 (2,95-3,27)
Estadio N 0,902
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NO 22 (48,9%) 3,19 (0,34) 3,16 (2,94-3,45)

N1 11 (24,4%) 3,07 (0,30) 3,12 (2,78-3,24)

N2 12 (26,7%) 3,05 (0,39) 3,16 (2,84-3,29)

Estadio M 0,950
MO 38 (84,4%) 3,13 (0,37) 3,16 (2,87-3,33)

M1 7 (15,6%) 3,11 (0,24) 3,12 (2,87-3,31)

Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)

Estadio 0,540
0-I-II 20 (44,4%) 0,918 (0,027) 0,915 (0,899-0,933)

I 18 (40,0%) 0,904 (0,045) 0,909 (0,882-0,931)

v 7(156%) 0,903 (0,032) 0,897 (0,879-0,933)

Estadio T 0,833
Tis-T1-T2 5(11,1%) 0,909 (0,035) 0,900 (0,895-0,907)

T3 27 (60,0%) 0,909 (0,038) 0,912 (0,894-0,933)

T4 13 (28,9%) 0,914 (0,032) 0,928 (0,882-0,931)

Estadio N 0,538
NO 22 (48,9%) 0,918 (0,027) 0,915 (0,898-0,939)

N1 11 (244%) 0,903 (0,033) 0,897 (0,869-0,929)

N2 12 (26,7%) 0,903 (0,050) 0,915 (0,887-0,932)

Estadio M 0,434
MO 38(84,4%) 0,912 (0,037) 0,913 (0,895-0,931)

M1 7 (15,6%) 0,903 (0,032) 0,897 (0,879-0,933)

Indice de Berger-

Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)

Estadio 0,409
0-I-IT 20 (44,4%) 0,188 (0,057) 0,199 (0,153-0,229)

I 18 (40,0%) 0,202 (0,080) 0,198 (0,161-0,243)

v 7(15,6%) 0,235 (0,081) 0,270 (0,162-0,300)

Estadio T 0,868
Tis-T1-T2 5 (11,1%) 0,192 (0,073) 0,223 (0,164-0,233)

T3 27 (60,0%) 0,205 (0,068) 0,214 (0,162-0,243)

T4 13 (28,9%) 0,197 (0,082) 0,175 (0,161-0,270)

Estadio N 0,424
NO 22(489%) 0,190 (0,061) 0,199 (0,142-0,233)

N1 11 (244%) 0,218 (0,071) 0,222 (0,169-0,276)

N2 12 (26,7%) 0,206 (0,089) 0,177 (0,161-0,246)

Estadio M 0,188
MO 38 (84,4%) 0,195 (0,068) 0,199 (0,161-0,233)

M1 7 (15,6%) 0,235 (0,081) 0,270 (0,162-0,300)

resultado de las
estadisticamente significativas.

La Tabla 78 resume los valores de los indices de diversidad en funcion del

pruebas

de marcadores

tumorales,

sin diferencias
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Tabla 78. Microbiota de los pacientes sequin resultado de las pruebas de marcadores tumorales

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) 14
Indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Mutacion del gen KRAS 0,750
No mutado 21 (46,7%) 3,12 (0,37) 3,18 (2,87-3,32)
Mutado 24 (53,3%) 3,13 (0,33) 3,12 (2,88-3,32)
Mutacion del gen NRAS 0,968
No mutado 41 (91,1%) 3,13 (0,33) 3,15 (2,87-3,32)
Mutado 4 (8,9%) 3,12 (0,22) 3,16 (2,98-3,26)
Mutacion del gen BRAF 0,285
No mutado 39 (86,7%) 3,12 (0,32) 3,12 (2,87-3,33)
Mutado 6 (13,3%) 3,15 (0,52) 3,27 (3,23-3,32)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Mutacion del gen KRAS 0,666
No mutado 21 (46,7%) 0,910 (0,042) 0,914 (0,897-0,928)
Mutado 24 (53,3%) 0,911 (0,030) 0,909 (0,884-0,934)
Mutacion del gen NRAS 0,523
No mutado 41 (91,1%) 0,909 (0,037) 0,909 (0,886-0,933)
Mutado 4 (8,9%) 0,920 (0,010) 0,922 (0,911-0,928)
Mutacidn del gen BRAF 0,713
No mutado 39 (86,7%) 0,912 (0,029) 0,909 (0,886-0,933)
Mutado 6 (13,3%) 0,900 (0,068) 0,921 (0,898-0,931)
Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Mutacion del gen KRAS 0,633
No mutado 21 (46,7%) 0,199 (0,078) 0,198 (0,161-0,243)
Mutado 24 (53,3%) 0,203 (0,066) 0,218 (0,162-0,243)
Mutacion del gen NRAS 0,264
No mutado 41 (91,1%) 0,204 (0,074) 0,214 (0,162-0,241)
Mutado 4(8,9%) 0,170 (0,023) 0,170 (0,153-0,187)
Mutacion del gen BRAF 0,526
No mutado 39 (86,7%) 0,197 (0,065) 0,198 (0,162-0,243)
Mutado 6 (13,3%) 0,231 (0,104) 0,221 (0,161-0,284)

5.6.3 Relacion con la infiltracion tumoral

La Tabla 79 resume los valores de los indices de diversidad en funcién de
la infiltraciéon tumoral observada. No se observan diferencias significativas para
ninguno de los tres indices.
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Tabla 79. Microbiota de los pacientes seguin infiltraciones analizadas

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) p
indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Infiltracion vascular 0,835
No 37 (82,2%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,31)
Si 8 (17,8%) 3,13 (0,36) 3,11 (2,86-3,40)
Infiltracion linfatica 0,866
No 30 (66,6%) 3,12 (0,37) 3,13 (2,87-3,32)
Si 15 (33,3%) 3,13 (0,30) 3,17 (2,84-3,34)
Infiltracion perineural 0,137
No 33 (73,3%) 3,17 (0,38) 3,19 (2,89-3,44)
Si 12 (26,7%) 3,01 (0,22) 2,95 (2,84-3,20)
Infiltracion macrofagica CD163+ 0,862
No 5 (17,2%) 3,09 (0,36) 2,94 (2,84-3,21)
Si 24 (82,8%) 3,07 (0,37) 3,15 (2,83-3,33)
Infiltracion macrofagica CD14+ 0,844
No 4 (14,3%) 2,99 (0,64) 3,07 (2,54-3,44)
Si 24 (85,7%) 3,13 (0,37) 3,15 (2,83-3,34)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Infiltracion vascular 0,953
No 37 (82,2%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,895-0,929)
Si 8(17,8%) 0,911 (0,038) 0,913 (0,880-0,938)
Infiltracion linfatica 0,885
No 30 (66,6%) 0,910 (0,038) 0,911 (0,895-0,929)
Si 15(33,3%) 0,911 (0,032) 0,912 (0,879-0,935)
Infiltracion perineural 0,095
No 33(733%) 0,914 (0,038) 0,921 (0,896-0,939)
Si 12 (26,7%) 0,899 (0,025) 0,903 (0,878-0,920)
Infiltracién macrofagica CD163+ 0,453
No 5(17,2%) 0,919 (0,027) 0,907 (0,907-0,924)
Si 24 (82,8%) 0,902 (0,041) 0,903 (0,881-0,927)
Infiltracion macrofagica CD14+ 0,793
No 4(143%) 0,890 (0,086) 0,915 (0,837-0,944)
Si 24(85,7%) 0,911 (0,030) 0,907 (0,890-0,931)
Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Infiltracion vascular 0,593
No 37 (82,2%) 0,203 (0,070) 0,200 (0,163-0,244)
Si 8(17,8%) 0,192 (0,078) 0,197 (0,142-0,222)
Infiltracion linfatica 0,904
No 30 (66,6%) 0,200 (0,071) 0,199 (0,162-0,244)
Si 15(33,3%) 0,204 (0,074) 0,218 (0,161-0,243)
Infiltracion perineural 0,182
No 33(733%) 0,192 (0,072) 0,178 (0,142-0,243)
Si 12 (26,7%) 0,226 (0,063) 0,220 (0,189-0,256)
Infiltracion macrofagica CD163+ 0,225
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No 5(17,2%) 0,179 (0,059) 0,203 (0,178-0,218)
Si 24 (82,8%) 0,218 (0,074) 0,224 (0,170-0,266)
Infiltracion macrofagica CD14+ 0,743
No 4(143%) 0,214 (0,134) 0,191 (0,128-0,300)
si 24 (85,7%) 0,201 (0,063) 0,220 (0,163-0,249)
5.6.4 Relacion con el subtipo molecular
La Tabla 80 resume los valores de los indices de diversidad en funcién del
subtipo molecular de los pacientes, no observandose diferencias estadisticamente
significativas.
Tabla 80. Microbiota de los pacientes segun subtipo molecular
Total Media (DT) Mediana (P25-P75) 14
Indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Subtipo molecular 0,883
CMS 1-4 11 (26,8%) 3,07 (0,39) 3,15 (2,94-3,27)
CMS 2-3 30 (73,2%) 3,15 (0,35) 3,16 (2,87-3,34)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Subtipo molecular 0,837
CMS 14 11 (26,8%) 0,906 (0,051) 0,914 (0,897-0,933)
CMS 2-3 30 (73,2%) 0,914 (0,029) 0,914 (0,895-0,929)
Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Subtipo molecular 0,814
CMS 1-4 11 (26,8%) 0,207 (0,084) 0,203 (0,161-0,243)
CMS 2-3 30 (73,2%) 0,191 (0,059) 0,182 (0,163-0,233)
5.6.5 Relacion con la clasificacion Inmunoscore
La Tabla 81 muestra la relacion de los indices de diversidad con
clasificacién inmunoscore, no observandose significacion estadistica con ninguno
de ellos.
Tabla 81. Microbiota de los pacientes segtin clasificacién Inmunoscore
Total Media (DT) Mediana (P25-P75) p
Indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Inmunoscore 0,715
Bajo 20 (87,0%) 3,05 (0,31) 3,07 (2,85-3,22)
Medio-Alto 3 (13,0%) 2,99 (0,74) 3,31 (2,12-3,52)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Inmunoscore 0,584
Bajo 20 (87,0%) 0,903 (0,027) 0,899 (0,883-0,918)
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Medio-Alto 3 (13,0%) 0,884 (0,102) 0,933 (0,767-0,952)
Indice de Berger-
Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Inmunoscore 0,648
Bajo 20 (87,0%) 0,212 (0,061) 0,223 (0,176-0,259)
Medio-Alto 3 (13,0%) 0,220 (0,156) 0,162 (0,102-0,397)

5.6.6 Relacion con el tratamiento recibido

La Tabla 82 muestra un resumen de los indices de diversidad respecto a la
intencion de la cirugia en los pacientes que recibieron cirugia no observandose

diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 82. Microbiota de los pacientes seguin tratamiento quirtirgico recibido

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) p
indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Intencion quirdrgica 0,613
Curativa 40 (88,9%) 3,12 (0,36) 3,15 (2,86-3,33)
Paliativa 5 (11,1%) 3,17 (0,25) 3,24 (2,95-3,31)
indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Intencion quirdrgica 0,971
Curativa 40 (889%) 0,910 (0,036) 0,910 (0,894-0,930)
Paliativa 5 (11,1%) 0,909 (0,037) 0,925 (0,883-0,933)
Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Intencién quirargica 0,718
Curativa 40 (88,9%) 0,199 (0,069) 0,201 (0,162-0,243)
Paliativa 5 (11,1%) 0,220 (0,094) 0,176 (0,162-0,300)

En la Tabla 83 se puede ver la relacion entre los indices de diversidad y el

tiempo desde diagnostico a cirugia y los niveles de antigeno carcinoembrionario

(CEA) preoperatorio en los pacientes que recibieron cirugia, no observandose

significacion estadistica para ninguno de los coeficientes de correlacion

estimados.
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Tabla 83. Relacidn entre la microbiota de los pacientes y caracteristicas quiriirgicas

Tiempo (meses) desde
diag.

CEA preoperatorio

Indice de Shannon -0,198 (p = 0,193)
0,060 (p = 0,696)

-0,156 (p = 0,305)

Indice de Simpson
Indice de Berger-Parker

-0,172 (p = 0,331)
0,188 (p = 0,218)
-0,217 (p = 0,334)

La Tabla 84 muestra un resumen de los indices de diversidad respecto al

tratamiento de quimioterapia adyuvante, sin diferencias en el porcentaje de

pacientes tratados.

Tabla 84. Microbiota de los pacientes seguin tratamiento quimioterapia adyuvante

Total Media (DT) Mediana (P25-P75) Total
indice de Shannon 45 (100%) 3,12 (0,35) 3,15 (2,87-3,32)
Quimioterapia adyuvante 0,380
No 29 (64,4%) 3,15 (0,38) 3,18 (2,94-3,32)

Si 16 (35,6%) 3,07 (0,29) 3,13 (2,84-3,28)
Indice de Simpson 45 (100%) 0,910 (0,036) 0,912 (0,894-0,931)
Quimioterapia adyuvante 0,319
No 29 (64,4%) 0,912 (0,040) 0,914 (0,895-0,933)
Si 16 (35,6%) 0,907 (0,028) 0,903 (0,881-0,928)
Indice de Berger-Parker 45 (100%) 0,201 (0,071) 0,200 (0,162-0,243)
Quimioterapia adyuvante 0,407

No 29 (64,4%)
Si 16 (35,6%)

0,197 (0,076)
0,209 (0,064)

0,187 (0,161-0,243)
0,220 (0,169-0,263)

5.6.7 Relacion con la supervivencia global

La Tabla 85 resume el estado de los pacientes al final del seguimiento del
estudio, asi como el efecto de los indices de diversidad en la supervivencia global.

Tabla 85. Supervivencia global seguin su microbiota

Vivos Exitus HR 1C95% P
Indice de Shannon (n=18) (n=27) 0,202
Media (DT) 3,08 (0,30) 3,16 (0,38) 2,222 0,652 7,571
Indice de Simpson (x100) (n=18) (n=27) 0,982
Media (DT) 91,2 (2,8) 90,9 (4,1) 1,001 0,890 1,127
Ind. Berger-Parker (x100) (n=18) (n=27) 0,505
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Media (DT) 192(56) 20,7 (8,0) 1,021 0960 1,086

5.6.8 Relacion con la supervivencia libre de progresion

La Tabla 86 resume el estado de los pacientes respecto a la progresion, asi
como el efecto de los indices de diversidad en la supervivencia libre de

progresion.
Tabla 86. Supervivencia libre de progresion segun su microbiota
Progresion o
Vivos Exitus HR 1C95% 14

Indice de Shannon (n=17) (n=28) 0,496
Media (DT) 3,09(0,30) 3,14 (0,37) 1486 0477 4615

Indice de Simpson (x100) (n=17) (n=28) 0,699
Media (DT) 91,4 (2,7) 90,8 (4,0) 0979 0,881 1,088

Ind. Berger-Parker (x100) (n=17) (n=28) 0,278

Media (DT) 18,7 (5,4) 20,9 (7,9) 1,032 0975 1,093
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VI - DISCUSION

El presente trabajo estudié las relaciones existentes entre los subtipos
moleculares y variables clinicas y patoldgicas en pacientes con carcinoma
colorrectal en particular el tumor budding, y de forma exploratoria, con el
inmunoscore, la infiltracion por macréfagos y la microbiota. De esta manera, se
analizo una cohorte de 255 pacientes con diagndstico de CCR en estadios

mayoritariamente localizados y con un seguimiento medio de al menos 5 afos.

6.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS

La mediana de edad fue de 68.7 afnos con un ligero predominio masculino
(57.6%), siendo estos datos muy similares a los de los registros internacionales
donde se observa una incidencia mayor en pacientes entre los 55-74 afios y una
ligera mayor incidencia en hombres(%).

Al igual que en otras publicaciones, en cuanto a presentacion clinica, los
sintomas mas comunes encontrados en el presente estudio fueron sangrado
(33.7%), anemia (23.9%) y dolor (15.7%) seguidos de alteracion del transito
intestinal (15.3%) ©0-32),

Alrededor de un 51.8% de los pacientes presentaban antecedentes de
polipos resecados, o se detectaron polipos sincronicos durante la colonoscopia
diagnostica, dato no inusual ya que en distintas series se han reportado presencia
de polipos sincrénicos en torno a un 20-30% de pacientes diagnosticados de
CCR®, En el presente estudio el porcentaje si fue mayor, aunque esto podria
estar justificado por el hecho que se han incluido pacientes con antecedentes de
polipos resecados.

Anatodmicamente, la localizacion del primario mostré una frecuencia de
44.3% en colon derecho, 36.9% en colon izquierdo y 18.8% en recto. Esta
distribucion se corresponde a otras series publicadas donde los porcentajes
incluyen 43.6% para colon derecho y 56.4% para colon izquierdo y recto

analizados en conjunto (%),
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Se administr6 tratamiento adyuvante al 40,8% de los pacientes,
predominantemente utilizando el régimen CAPOX, que combina capecitabina y
oxaliplatino®®. La eficacia del régimen CAPOX en el cancer de colon en estadio
III, como lo destacan Twelves et al.(*), demuestra un equilibrio entre efectividad y

toxicidad manejable.

6.2 CARACTERIZACION PATOLOGICA

6.2.1 Histologia

La mayoria de los tumores fueron adenocarcinomas convencionales (34.5%),
seguido de serrados (24.7%), comedo-cribiforme (16.5%) y mucinoso (7.8%).
También se incluy6 como una variante histologica a los MSI (16.5%). El porcentaje
de pacientes en cada variante histoldgica en el presente estudio no se puede
trasladar a la poblacion general ya que fueron seleccionados con la intencién de
realizar un analisis exploratorio de relacion con el resto de las variables

inmunoldgicas y moleculares.

6.2.2 Invasion Linfovascular y Perineural

Se evalu¢ la invasion linfovascular y perineural observandose su presencia
en 46.7% y 20.8% respectivamente, reflejando su correlacion significativa con
estadios mds avanzados y mayor riesgo de recaida, en linea con su conocido valor

prondstico independiente%0201,

6.2.3 Patron de Crecimiento Tumoral

Otro factor morfologico estudiado fue el patron de crecimiento tumoral,
encontrando en la presente serie un 58.8% de pacientes con crecimiento expansivo
y un 38% infiltrativo. Destaca que la mayoria de los tumores MSI muestran
margenes expansivos, mientras que los adenocarcinomas convencionales
presentan crecimiento infiltrativo. Estos hallazgos sugieren, en concordancia con

la literatura, que los MSI, al ser mucho mas inmunogénicos y con mayor
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infiltracion linfoide presentan mejor prondstico al evitarse por dicha inflamacion,

la infiltracion del tejido tumoral en el estroma circundante(02-204),

6.2.4 Tumor Budding

Un hallazgo relevante fue la evaluacion del tumor budding (TB), definido por
la presencia de células tumorales individuales o pequenos grupos de hasta 4
células en el frente invasivo del CRC. Se emplearon tres categorias clinicas para su
estratificacion: <10, 10-19 y >20 focos, siguiendo criterios previamente utilizados
por Ueno et al.(**9), con el objetivo de identificar grupos pronosticos diferenciados.
Aunque estos puntos de corte no estdn completamente estandarizados, se
adaptaron segun la distribucion observada en este estudio.

En la presente cohorte, el TB no se asocié6 de forma estadisticamente
significativa con variables como el sexo, edad al diagndstico, ECOG, presencia de
polipos ni clinica de presentacion, pero si se observo que se asocia a parametros
clinico-patoldgicos mas adversos. Se ha observado que el TB alto se presentd con
mayor frecuencia en estadios avanzados (pT3-T4/N+) que aquellos con TB bajo
como esperable y observado en otros estudios®®. Se objetivo también
asociaciones estadisticamente significativas con respecto a la lateralidad, con
mayor presencia de TB alto en colon izquierdo, hallazgo que concuerda con datos
publicados®®. La histologia y el patron de crecimiento también han demostrado
una asociacion estadisticamente significativa en concordancia con datos
publicados, encontrando menor TB en pacientes MSI y con crecimiento
expansivo, y mayor grado de TB en pacientes con histologia serrada y en aquellos
con invasidén linfovascular y perineural demostrando su asociacién con un perfil
de CRC mas agresivo.

En la presente serie, el grado de diferenciacion también guardo relacion con
el TB, los adenocarcinomas pobremente diferenciados presentaron con mayor
frecuencia TB en el borde infiltrativo. Nuevamente, esto es consistente con la
literatura, que reporta una asociacion significativa entre TB y tumores de alto
grado, cuestion que podria reflejar en parte la pérdida de cohesion celular y
diferenciacion glandular, caracteristica de los carcinomas de alto grado®@.

En cuanto a las alteraciones moleculares, los pacientes de esta cohorte con

mutaciones activadoras en la via RAS/RAF mostraron mayor propension a
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presentar TB, especificamente mutaciones en KRAS. Adicionalmente, en la
presente serie limitada de casos con mutaciones del BRAF, también se objetivd
una tendencia a mayor TB; si bien el nimero de pacientes con mutaciones en
BRAF (BRAFm) era bajo, es notable que otros autores hayan encontrado dicha
correlacién, sugiriendo que estas vias oncogénicas podrian estar involucradas en
la regulacion del proceso de budding o gemacion %20, Cabe destacar, como se ha
demostrado tanto en la literatura previamente, como en el presente estudio de
forma estadisticamente significativa, que las mutaciones BRAF suelen asociarse a
dos contextos biologicos distintos, el primero a tumores MSI/CMSI1 (con intensa
respuesta inmune, donde el TB es bajo) y segundo a tumores MSS/CMS4 con
fenotipo muy agresivo (donde el TB tiende a ser alto)@%2®), Los datos del presente
estudio apuntan a que son estos ultimos (BRAF mutado MSS) los que exhiben TB
alto, congruente con su mal pronostico intrinseco. En conjunto, la conexion entre
TB y mutaciones de la via EGFR-RAS-MAPK refuerza la nocién de que la biologia
intrinseca pro-tumorigénica (via RAS/RAF activada) favorece un patrén
histoldgico infiltrativo.

Como ya se mencion6 previamente, otro hallazgo del presente estudio fue
la relacién del TB con invasion linfovascular y perineural. En particular, la
invasion linfatica (embolizacion de células tumorales en vasos linfaticos) se
documentd de forma significativa en los casos de TB alto en comparacion con
aquellos de TB bajo. De modo semejante, la invasion venosa y la invasion
perineural fueron hallazgos marcadamente mas comunes en los carcinomas con
presencia de TB. Estos datos respaldan la nocion de que el TB refleja un fenotipo
altamente invasivo a nivel loco-regional. La literatura es consistente con esta
observacion®®). Practicamente todos los tumores de esta serie con TB de >10 focos
por campo presentaban al menos uno de estos factores de invasion loco-regional,
mientras que aquellos con TB ausente o bajo rara vez mostraron invasion
vasculolinfatica o perineural. Un punto destacable es la relacién entre TB,
invasion linfatica y metdstasis ganglionar. El tumor budding se ha propuesto como
un indicador morfoldgico de la capacidad de un tumor de desprender células
viables que pueden migrar por vasos linfaticos al tejido ganglionar. De hecho, en
aquellos tumores pT1, la presencia de TB alto se utiliza como factor de alto riesgo

de metastasis ganglionar oculta, guiando la necesidad de una linfadenectomia
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mas extensa. Los presentes datos en enfermedad mas avanzada sugieren que,
incluso en tumores ya resecados, la confluencia de TB alto con invasion linfatica
explica en gran medida la presencia de diseminacién ganglionar. Esto se alinea
con publicaciones recientes: Inagaki et al.?'9 evaluaron especificamente el frente
invasivo en pacientes con cancer colorrectal submucoso y encontraron que una
elevada densidad de macrdéfagos M2 en dicho frente, como se discutird mas
adelante, se correlacionaba fuertemente con invasion linfovascular y con
metdstasis a ganglios linfaticos regionales.

Otro claro patrén observado, aunque no estadisticamente significativa, fue
la relacion entre el TB y la infiltracion inmunitaria determinadas por el
inmunoscore y la presencia de macrofagos asociados al tumor (TAMs). Los
tumores con TB elevado mostraron inmunoscore bajo, es decir, escasez de
linfocitos T citotoxicos tanto en el centro tumoral como en el frente invasivo.
También presentaron una mayor infiltracion de macrofagos (especialmente de
fenotipo M2, CD163+) en el estroma peritumoral, aunque al igual que con el
inmunoscore. Por el contrario, los carcinomas con TB bajo o ausente tendieron a
exhibir un inmunoscore alto (abundantes TILs, linfocitos infiltrantes) y
relativamente menos macrofagos en el microambiente tumoral. Estos hallazgos
sugieren una asociacidn inversa entre la respuesta inmune antitumoral efectiva y
el TB. La literatura reciente sustenta esta relacion: dos articulos demostraron que
existe una correlaciéon inversa entre la densidad de linfocitos T citotoxicos y el
grado de tumor budding y en contraste, la abundancia de macrofagos asociados al
tumor (TAM) en el microambiente parece relacionarse con mayor TB?'212. Esto
sugiere que la inmunidad citotoxica puede suprimir la diseminacién microscdpica
de células tumorales.

Los hallazgos en el presente estudio corroboran la asociacion del TB con
tasas elevadas de recurrencia. Entre los pacientes que experimentaron
recurrencia, el 70% presentaba TB positivo, lo que subraya el papel de este
parametro en la progresion tumoral y su potencial valor como diana terapéutica.
Se observd que el TB elevado (=20 focos) se correlaciond principalmente con
progresion hepatica (66,7%), mientras que los valores intermedios (10-19) se
asociaron con progresion hepatica y peritoneal (29,4%). Los casos con <10 focos
mostraron progresion hepatica (40%), pulmonar (36%) y peritoneal (24%). La
ausencia de TB se vinculd con progresion peritoneal (45%) y pulmonar (20%).
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Estos hallazgos refuerzan la asociacion entre TB elevado, comportamiento
agresivo y metdstasis hepaticas, en concordancia con estudios previos. La
evaluacion del TB resulta especialmente util en estadios tempranos de CCR para
identificar pacientes con mayor riesgo de progresion y recaida.

Como era esperable, el andlisis de supervivencia realizado en pacientes con
TB demostr6 que aquellos con 10 focos 0 mas es inferior a la de aquellos sin TB o
con menos de 10 focos, con una mediana de supervivencia global estimada de 200
meses para aquellos sin TB, de 116.8 meses para aquellos con TB < 10 focos y de
54.45 meses para TB > 10 focos; datos acordes con los publicados en multiples
series en las que la supervivencia global (SG) es inversamente proporcional al TB
@13-215 En modelos de regresion univariante de Cox, asi como multivariante que
modelizan la supervivencia para diferentes factores con respecto al TB, se observd
que la edad mayor o igual a 65 afios, el ECOG >1, la presencia de sintomas al
diagnostico, el patrén de crecimiento infiltrativo, la presencia de infiltracion
linfovascular y perineural, estadios avanzados (T4/N+/M1) y mutaciones en BRAF
son factores relacionados significativamente con la SG, asi como supervivencia
libre de progresion (SLP). La quimioterapia adyuvante solo ha demostrado
significacion estadistica en el modelo de regresion de Cox univariante para SLP.
Estos datos no solo reflejan la importancia del TB como factor predictivo y
pronostico en CRC, sino que también su evaluacidon permite identificar pacientes
con enfermedad en estadios tempranos que podrian beneficiarse de estrategias

terapéuticas mas intensivas.

6.3 CARACTERIZACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS SUBTIPOS MOLECULARES

Los subtipos moleculares de consenso (CMS) han demostrado tener valor
pronostico y predictivo, y un desafio practico es cémo implementarlos en la
practica clinica rutinaria, dado que la clasificacion original descrita por Guinney
et al.®? requiere analisis transcriptomicos complejos no disponibles en todos los
hospitales. En el presente estudio se utiliz6 un método alternativo, basado en
marcadores valorables por inmunohistoquimica (IHQ), para aproximar la
clasificacion CMS en muestras fijadas e incluidas en parafina. Distintos grupos

han propuesto paneles de IHQ como subrogados de los subtipos moleculares. En
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concreto, varios paneles de inmunomarcadores tisulares han logrado distinguir
principalmente el subtipo mesenquimal (CMS4) de los no mesenquimales. Trinh
et al.1®) identificaron un conjunto de cuatro proteinas (CDX2, ZEB1, FRMD6 y
HTR2B) cuyo patrén de expresidn imita la asignacion CMS por transcriptomica.
Aplicando estos marcadores mediante IHQ en cortes de tejido, se puede obtener
un clasificador CMS-IHQ, método validado por Ten Hoorn et al.(°21%, Trinh et al.
describieron un algoritmo secuencial: primero identificar CMS1 detectando la
pérdida de expresion de proteinas MMR (o mediante PCR MSI) lo cual distingue
los MSI inmunes y luego distinguir CMS4 de CMS2/3 mediante un panel de los 4
marcadores descritos anteriormente. Este esquema ha demostrado una
concordancia aceptable con la clasificacién transcriptomica, sobre todo para
identificar CMS4 con alta especificidad. De hecho, en la cohorte de 185 pacientes
publicada por Trinh et al, la clasificacion IHQ coincidié con el CMS
transcriptomico en ~87% de los casos, y permitio estratificar pacientes con
diferencias de supervivencia similares a las definidas por la clasificacion CMS
original. Dado que CMS2 y CMS3 comparten fenotipo epitelial MSS en gran
medida, muchos métodos IHQ no los discriminan entre si, de hecho, el presente
estudio agrupéd CMS2-3 por sus similitudes clinicas. Aun con esa limitacion, la
separacion de tumores en tres categorias (CMS1, CMS2/3, CMS4) por IHQ es
valiosa y parece reproducir las diferencias pronostico-predictivas principales ?19.

La distribucion de subtipos moleculares en la presente cohorte difirio
respecto a la reportada por Guinney et al., hallandose con respecto a los
porcentajes reportados por Guinney et al., una mayor proporcion de CMS1
(20,45%) y menor de CMS4 (10,2%). Esta diferencia podria atribuirse a la seleccion
de pacientes segun el estadio y la histologia (predominantemente enfermedad
localizada en un 81,2%). Dado que la inmunohistoquimica no permite discriminar
entre CMS2 y CMS3, como se ha mencionado con anterioridad, se agruparon
ambos subtipos bajo la categoria CMS2/3. Los subtipos epiteliales (CMS2/3)
fueron los mas prevalentes (69,4%) y comuinmente se asociaron con caracteristicas
epiteliales y mejor pronostico, tal y como se discutird mas adelante.

En cuanto al sexo, se observd un mayor porcentaje de hombres
estadisticamente significativo en el grupo CMS2/3, y menor en los CMS1 y CMS4
como ya esta descrito por Guinney et al. en 201562,
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Un hallazgo llamativo son las diferencias significativas en cuanto a la
presencia de pdlipos con una mayor frecuencia encontrada en los CMS1 (72.9%) y
una menor presencia a en CMS2/3 (47.5%) y CMS4 (33.3%). Los datos publicados
demuestran un mayor porcentaje en pacientes con CMS2 (69.5%) seguidos de
CMS1 (21.9%), CMS3 (5.1%) y por ultimo CMS4 (1.6%)@""). Esta diferencia podria
estar justificada por el porcentaje relativamente menor de adenocarcinomas
convencionales (con frecuentes mutaciones en APC) en el presente estudio si lo
comparamos con los hallados de forma habitual en la practica clinica, y como
valorado por Chang et al., los pdlipos hiperplasicos y serrados tienen mas
probabilidades de clasificarse como CMSI1 mientras que una parte significativa de
los polipos esporaddicos, incluidos los adenomas, se clasifican como CMS2
sugiriendo que la via canénica, a menudo iniciada por mutaciones en genes como
APC, es un importante impulsor del desarrollo de adenomas.

Otros hallazgos de los CMS en el presente estudio y que, en su mayoria,
concuerdan con datos de la literatura®821%) son las relaciones con la lateralidad,
grado de diferenciacion, patrén de crecimiento tumoral y tumor budding. En la
cohorte analizada los pacientes con CMS1 presentaban mayoritariamente tumores
en colon derecho (87.5%), pobremente diferenciados (45.8%), con crecimiento
expansivo (83.3%) y llamativamente sin presencia de tumor budding. Los CMS2/3
fueron mas frecuentes en colon izquierdo (64.5%), moderadamente diferenciados
(66.7%), crecimiento expansivo (58.7%) y con presencia de TB (71.2%). En cuanto a
los CMS4, fueron mas frecuentes en colon izquierdo (66.6%), moderadamente
diferenciados (75%), con crecimiento infiltrativo (58.3%) y TB presente (66.7%).

Como también se ha descrito en la literatura, los pacientes con CMS1
presentaron mutaciones en BRAF y se observa, como era de esperar, un mayor
porcentaje de tumores metastdsicos en el grupo CMS4.

Entre los pacientes con enfermedad localizada, 40 experimentaron
recurrencias. La mayoria de estos casos correspondieron al subtipo CMS2/3
(57,5%), seguidos por CMS1 (20%) y CMS4 (10%). Este patron sugiere que, a pesar
de su mayor frecuencia, los subtipos CMS2/3 conllevan un riesgo sustancial de
recaida, lo que podria justificar una vigilancia mas estrecha y, en ciertos casos,
estrategias adyuvantes mas agresivas, incluso cuando los pacientes CMS2

presenta mejor supervivencia global tras la recaida®?.
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Entre los factores relacionados con la supervivencia global para los CMS en
modelos de regresion de Cox univariante y multivariante se puede observar que
la edad mayor a 65 anos, ECOG >1, tumores pobremente diferenciados, patrén de
crecimiento infiltrativo, estadios localmente avanzados o metastdasicos,
mutaciones en BRAF, invasion linfovascular y perineural y ausencia de
tratamiento adyuvante estdn significativamente relacionados con la SG y SLP en
estos pacientes. Las curvas de supervivencia global en relacion a los subtipos
moleculares demuestran, a pesar del alto intervalo de confianza al 95% en CMS1 y
CMS4 por el nimero reducido de pacientes, la mayor supervivencia de pacientes
con CMS2/3 estadisticamente significativa al aplicar la prueba de Breslow con
diferencias que rozan la significacion estadistica al aplicar Log-Rank y Tarone-
Ware. La mediana de supervivencia en la presente cohorte para MS1 es de 64.5
meses, para CMS2/3 de 135.1 meses y de 71.2 meses para pacientes CMS4. Estos
datos concuerdan con los publicados con anterioridad en los que se observa una,
pero supervivencia para los CMS1 y mejor supervivencia para los subtipos
epiteliales (CMS2 y 3). En un estudio publicado, la supervivencia general a cinco
afnos para todos los estadios del CMS2 es la mas alta de cualquier subtipo, con un
77%, en comparacion con el 73%, el 75% y el 62%, respectivamente, para el CMSI,
3y 4 (219). Otro estudio encontrd una diferencia significativa en la SG entre los
grupos CMS para todos los pacientes, independientemente del tratamiento de
primera linea, en dicho estudio los CMS2 tuvieron la mejor SG (mediana 24,2
meses, IC del 95% 19,1-27,4), los CMSI la peor (8,8 meses, IC95% 6,5-16,0),
mientras que los CMS3 (17,6 meses, IC95% 11,3-24,6) y CMS4 (21,4 meses, IC95%
15,8-23,1) tuvieron una SG intermedia ??. Finalmente Stintzing et al. encontraron
en su estudio que la mediana de SG mas larga se observo en pacientes CMS2 [SG
29,0 meses IC95 % 26,7-31,4 meses)], seguida de CMS4 [SG 24,8 meses (IC95%
22,6-27,1 meses)], CMS3 [18,6 meses (IC95% 15,4-21,7 meses)] y CMS1 [15,9
meses (IC95% 11,0-20,8 meses)] @2). Entre los pacientes con enfermedad
localizada, 40 experimentaron recurrencias, predominantemente en el grupo
CMS2/3 (57,5%), seguido de los grupos CMS1 (20%) y CMS4 (10%). Este patron de
recurrencia sugiere que el CMS2/3, a pesar de ser mas comun, conlleva un riesgo
considerable de recurrencia, lo que requiere una vigilancia mas estrecha y
posiblemente una terapia adyuvante mas agresiva, a pesar de que el CMS2

presenta la mejor supervivencia global tras la recaida®. Se encontrd en el
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presente estudio, que los pacientes con subtipos CMS2/3 presentaron mejores
tasas de supervivencia tras el tratamiento adyuvante en comparacion con CMS1 y
CMS4, resultados coherentes con los publicados por Dienstmann et al., 2017 y
Guinney et al., 2015, que sehalaron una mejor respuesta a tratamiento sistémico en
los subtipos epiteliales. Sin embargo, otras investigaciones han demostrado
beneficios de supervivencia en CMS1, CMS2 y CMS4, pero ninguna ventaja clara
para CMS3@2), Esta discrepancia podria surgir de variaciones en el disefio del
estudio, el tamafo de la muestra, los regimenes de tratamiento empleados en el
entorno adyuvante o diferencias en las medidas de resultados.

La importancia de estos hallazgos radica en que el valor prondstico y
predictivo de la clasificacion inmunohistoquimica de los CMS es robusta y la
posibilidad de utilizar este método de clasificacion podria ser una ventaja
importante para la futura implementacion de los CMS en la practica clinica
habitual en todos los centros. Es importante recordar que, hasta la fecha, la
implementacion clinica de los sistemas de clasificacion molecular ha resultado
compleja con la necesidad de elaborar de forma exhaustiva, perfiles gendmicos y
transcriptomicos de tumores, que requiere mucho tiempo y es sumamente

costoso, y su rentabilidad atin no se ha demostrado.

6.4 CARACTERIZACION INMUNOLOGICA

El CCR presenta una heterogeneidad significativa tanto en cuanto a
pronodstico como a la respuesta al tratamiento, influenciada notablemente por las
interacciones entre las células tumorales y su microambiente, en particular por los
componentes inmunitarios. A nivel gendmico, el CCR se puede clasificar en
tumores hipermutados (~15%), tipicamente positivos para inestabilidad de
microsatélites (MSI), con una rica infiltracion inmunitaria y un prondstico
favorable, y tumores no hipermutados (~85%), a menudo cromosdmicamente
inestables (CIN), con una respuesta inmunitaria limitada y peores resultados®@).

Las clasificaciones transcriptémicas recientes, en particular los Subtipos
Moleculares de Consenso (CMS), han integrado la biologia tumoral con el
microambiente inmunitario. Los tumores CMS1 (subtipo inmunitario MSI)

muestran una activacién inmunitaria robusta, un pronostico favorable y estados
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de hipermutacion; los subtipos CMS2 y CMS3 presentan entornos
inmunoldgicamente mas frios con minima infiltracién inmunitaria. E1 CMS4
(subtipo mesenquimal) se caracteriza por una importante infiltracién de células
inmunitarias y estromales, angiogénesis, inflamacion, inmunosupresion y mal
prondstico. El perfil inmunitario complementario de Thorsson et al.?*» definid
subtipos inmunitarios (IS) aplicables a distintos cdnceres, identificando firmas
inmunes especificas asociadas al prondstico, independientemente de la
localizacion tumoral. Los subtipos inmunitarios caracterizados por respuestas
inflamatorias y citotdxicas se correlacionan positivamente con la supervivencia,
mientras que los subtipos con deplecion linfocitaria, inflamaciéon inducida por
macrdfagos y predominio de TGF-{3 se asocian con peores resultados.

En el presente estudio se evaluo la caracterizacion inmunoldgica de
pacientes con CRC en cuanto al inmunoscore y la infiltracion por macrdfagos
dentro de una amplia cohorte de pacientes con CCR, evaluando dicha
caracterizacion con perfiles clinicos y patoldgicos, asi como su interaccion con los
CMS.

6.4.1 Infiltraciéon por Macrofagos

En este estudio se evidencia la alta infiltracion tumoral tanto por
macrdfagos CD14+ como CD163+ que va en consonancia con otros estudios
publicados y que confiere un peor prondstico en pacientes con cancer
colorrectal. Se observa que un 91.17% de los pacientes del presente estudio
presentan infiltracion por alguno o ambos fenotipos de macréfagos.

Otro dato analizado que destaca es el porcentaje de formas fusiformes en
macroéfagos CD14+ (49.6%) como en los CD163+ (53.4%). Analizando la literatura,
los macréfagos MO o inactivados son ligeramente alargados con un frente bien
definido, los macréfagos proinflamatorios M1 son redondos, y que los
macrofagos M2 (CD163+) o antiinflamatorios también son alargados®.
McWhorter et al. observaron que los macréfagos exhiben diferentes grados de
elongacién cuando se estimulan hacia los fenotipos M1 o M2 con citoquinas in
vitro. Utilizando un enfoque de micropatrones para controlar directamente la
forma de las células, encontraron que el alargamiento de las células inducia la

polarizacion hacia un fenotipo M2 y que el alargamiento mejoro el efecto de las
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citocinas inductoras de M2 e inhibi¢ el efecto de las citocinas inductoras de M1, lo
que sugiere que la forma celular juega un papel importante en la modulacion de
la polarizacién fenotipica de los macrofagos!®®. Tendiendo esto en cuenta, el
hecho que los CD14+ en un porcentaje elevado sean fusiformes sugiere que
podrian ser macrdfagos inactivos (M0), ya que aquellos macréfagos polarizados
tanto a M1 como M2 dejan de expresar CD14. Se conoce que el cambio de las
formas de los macréfagos es un fenémeno plastico y que depende de cambios en
la matriz extracelular que a su vez depende del estimulo que recibe el
microambiente en el que se encuentran. Analizando los porcentajes de pacientes
con ambas isoformas (redondas y fusiformes) tanto para macrofagos CD14+
(50.3%) como CD163+ (46.5%) se puede pensar que en aquellos CD14+ que
muestran ambas isoformas, podria indicar el inicio de polarizacion a la isoforma
M1 en aquellos que muestran forma redondeada, aunque no se puede descartar
que se trate de monocitos recientemente llegados a microambiente tumoral y que
aun no hayan iniciado su transformacién a macrofago. Los macréfagos que
expresan CD163 estan polarizados a M2 y en la mayoria de los casos se muestran
de forma elongada (fusiforme) como describid previamente. Xu et al.0%), que
demostraron que el fenotipo M2 de forma redonda promueve la
neovascularizacion por lo que la morfologia fusiforme no es exclusiva del
fenotipo M1.

En cuanto a la relacion de la infiltraciéon por macréfagos CD163+ con las
caracteristicas demograficas se puede observar diferencias estadisticamente
significativas en la edad de los pacientes, con mayores edades en aquellos con
infiltracion por ambas morfologias (redondeadas y fusiformes) respecto a los que
presentan la infiltracion Unicamente por la morfologia fusiforme. Este dato
concuerda con la literatura en la que se conoce que los macréfagos M2 aumentan
en el tejido tumoral con la edad, asi como que mientras que los macrofagos M2 de
forma fusiforme se asocian con progresion tumoral y un mal pronostico, los
macrofagos M2 redondeados pueden tener un papel menos definido®?5-227),

Otro hallazgo interesante es la asociacion de macrofagos CD163+ con ciertas
caracteristicas del tumor. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a localizaciéon del primario con un mayor porcentaje de morfologias

fusiformes en pacientes con localizaciéon en colon derecho y mayor porcentaje de
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pacientes con infiltracion por ambas morfologias en colon izquierdo. Este dato es
novedoso y no analizado en la literatura. Khanduri et al.?®® si encontrd que
aquellos pacientes con metastasis hepaticas por CRC que presentaban macrofagos
M2 con un una alta expresion de factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), el primario se localizaba en colon derecho y presentaban una mejor
supervivencia libre de recurrencias (SLR) en toda la cohorte con una HR de 0.425
(IC95% 0,219-0,825, p=0.011), mientras que cuando el primario se localizaba en
colon izquierdo la infiltracion por M2 se acompafiaba de mayor densidad de
linfocitos T helper y citotoxicos y una peor SLR. Esto refleja la compleja
interaccion de los macrofagos con el tumor, el microambiente e incluso la
localizacion, con sus diferencias no solo estructurales sino también moleculares.
Del mismo modo, se observan diferencias estadisticamente significativas en el
grado de diferenciacion, ya que los que presentan macréfagos CD163+ con formas
solo fusiformes tienen un mayor porcentaje de tumores G1 y G2, mientras que los
que presentan ambas morfologias tienen un mayor porcentaje de tumores G-3.
Este dato de nuevo escasamente documentado podria poner en evidencia que a
pesar de que el grado de diferenciacion no estd directamente determinado por la
presencia de macrdfagos M2, éstos pueden influir, como se ha visto, en el
crecimiento e infiltracion, lo que puede afectar directamente al grado histologico.
También se ha observado en la cohorte, diferencias significativas respecto a la
histologia, tanto para infiltracion por CD163+ como por infiltracion por CD14+. Se
ha objetivado la mayor presencia de ambas isoformas (fusiformes y redondeadas)
para ambos tipos de macréfagos en aquellos tumores MSI, mientras que los que
presentan solo formas fusiformes de CD163+ y CD14+ tienen mayor presencia en
el resto de subtipos. Este dato de nuevo ha sido poco estudiado, se sabe de
acuerdo a la literatura publicada que el CRC con deficiencia en la reparacion de
errores del ADN (dMMR/MSI-H) representa una minoria de casos y responde
favorablemente a inmunoterapia. En cambio, la mayoria de los CRC son
competentes en la reparacion del ADN (pMMR/MSI-L), presentan baja carga
mutacional (TMB), escasa infiltracion inmunitaria y no responden generalmente a
la inmunoterapia. Sin embargo, un pequefio subgrupo (2-3%) de CRC
PMMR/MSI-L  presenta un fenotipo ultramutado por mutaciones en las
polimerasas POLE o POLD, con alta infiltraciéon de linfocitos T PD1+CD8+,
macrdfagos PD-L1+CD68+ y expresion elevada de citocinas inflamatorias y
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puntos de control inmunitarios (PD-1, PD-L1, CTLA-4), lo que sugiere beneficio
potencial con inhibidores de puntos de control inmunitario (ICB)?*-2). Por otro
lado, en tumores MSI-H metastasicos, se observa una mayor expresion de PD-L1
en células tumorales y macrdéfagos M2 (CD68/CD163+), favoreciendo el escape
inmunolégico®22%, Por ello, los inhibidores PD-1/PD-L1 podrian ser
particularmente prometedores en estos casos.

Respecto a la asociacién de macrofagos con los CMS se debe recordar que
los TAMs en el cancer colorrectal pueden exhibir formas sorprendentemente
diferentes, que van desde células ameboides redondeadas hasta células
fusiformes alargadas y que estas formas morfoldgicas a menudo se correlacionan
con el estado de activacion de los macréfagos. Como ya se ha mencionado
previamente, estudios in vitro e in vivo han demostrado que los macréfagos tipo
M1 activados clasicamente tienden a parecer mas redondos y aplanados, mientras
que los macrodfagos tipo M2 activados alternativamente adoptan una morfologia
alargada y fusiforme. Dicha diversidad morfolégica a menudo refleja la
polarizacidn funcional: las formas fusiformes alargadas se asocian frecuentemente
con un fenotipo promotor de tumores similar a M2, mientras que las formas
redondeadas son tipicas de los macrofagos tipo M1 cldsicamente activados. Es
importante recordar que en el presente estudio no se analizaron marcadores de
macrofagos M1 por lo que no es posible saber si los macréfagos CD14+ (marcador
pan-macrofagico) de morfologia redonda corresponden a este estado de
polarizacidon. En la cohorte de pacientes de este estudio se observa una mayor
asociacion del CMS1 con macroéfagos CD14+ y CD163+ de ambas formas mientras
que los CMS2/3 se asocian con macréfagos CD14+ y CD163+ con la morfologia
fusiforme. Los tumores CMS] suelen contener una poblacion mixta de TAMs, lo
que concuerda con una activacion tanto similar a M1 como a M2, de hecho, como
ya descrito en publicaciones previas, en los CMSI se observan tanto macréfagos
redondeados inmunoestimuladores como macroéfagos alargados
inmunosupresores debido a que, histolégicamente, los tumores CMS1 a menudo
muestran macrofagos que infiltran el epitelio tumoral, asi como el estroma
peritumoral, y esta distribucion espacial también puede producir macréfagos
intraepiteliales redondeados y macrofagos estromales fusiformes®*2%). Respecto a

la infiltracion en CMS2/3, tumores conocidos por tener un microambiente inmune
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relativamente “frio”, llama la atencion el alto porcentaje de infiltracion por
macrofagos en el presente estudio, dato que no va en linea con los hallazgos en
otras publicaciones. Esto fue estudiado por Khaliq et al.?%) quienes describieron
que los CMSI1 y los CMS4 mostraron una fuerte infiltracion de linfocitos T NK y
CD8+, mientras que los de CMS2 y CMS3 presentaron un enriquecimiento
reducido de estos linfocitos T, en consonancia con datos previos aunque
encontraron que los CMS2 y CMS3 al igual que los CMS1 con mal prondstico
presentaban altas firmas de fibroblastos asociados al tumor (CAF) y TAMs C1Q+
(expresores de la proteina Clq del complemento). De esta forma, los niveles de
infiltracion por CAF y TAMs C1Q+ pudieron a su vez estratificar a todos los
subgrupos de CMS en subgrupos de supervivencia alta y baja, mas alld de la
categorizacion de CMS. Por lo tanto, la clasificacion CMS deberia utilizarse como
punto de partida para a partir de ahi, profundizar en la investigacién sobre la
biologia del CCR ya que hasta la fecha no se ha caracterizado por completo la
forma en que las células y el microambiente tumoral configuran el panorama
tanto tumoral, estromal e inmunitario, dando lugar a subtipos especificos de CCR.
Otro hallazgo llamativo en cuanto a la infiltraciéon por macréfagos CD163+ es el
alto porcentaje de pacientes CMS4 sin infiltracion respecto a los CMS1 y CMS2/3
(33.3% vs 13.2% y 10% respectivamente). El motivo por el que llama la atencion
este hallazgos es debido a que se conoce que los tumores CMS4
(“mesenquimales”) muestran un entorno inmunogénico con alta infiltracion
mieloide (en particular, por TAMs) y un estroma desmoplasico extenso. Una
explicacion podria ser la distribucion espacial “excluyente” en CMS4: el
abundante estroma actla como barrera fisica y funcional que impide la
penetracion profunda de células inmunitarias en el tumor, de hecho, se ha
sugerido que los macrofagos tienden a acumularse en el margen invasor de
tumores estromales, formando una especie de cinturén que limita la entrada de
linfocitos citotdxicos al centro tumoral®?”). Un estudio encontrd que en carcinomas
colorrectales ricos en estroma las zonas del frente invasor presentaban 5 veces
mas macréfagos CD68+ y 3,5 veces mas CD163+ que el nticleo del tumor, lo que
sugiere que en CMS4 muchos macrofagos permanecen en la periferia (a menudo
entre las fibras del estroma) y no infiltran extensamente al tumor®'. Esto podria
llevar a conteos aparentes mas bajos de CD163+ intratumorales cuando se

comparan con otros subtipos. Otra posibilidad es que una proporcion de
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macrofagos en tumores CMS4 expresen otros marcadores M2 (como
osteopontina/SPP1, C1Q, CD206)*" y relativamente menos CD163, lo que
contribuiria a una infiltracion CD163+ cuantitativamente menor al ser evaluada
por inmunohistoquimica tradicional. En resumen, la exclusién inmune mediada
por el estroma y la polarizacion diferencial de TAMs en CMS4 podrian explicar
por qué, pese a su perfil mesenquimal e inmunosupresor, estos tumores pueden
mostrar una infiltraciéon aparentemente baja de macréfagos CD163, aunque esto
se deberia de estudiar mas a fondo y en estudios prospectivos.

En relaciéon con el inmunoscore, se ha observado en el grupo de pacientes
con infiltraciéon macrofagica CD14+, un porcentaje mayor de pacientes con
inmunoscore medio/alto en los pacientes con ambas isoformas, resultados
estadisticamente significativos.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en SG

respecto a la infiltracién por macréfagos CD163+ ni para macréfagos CD14+.

6.4.2 Inmunoscore

En el andlisis del inmunoscore, se observd que el 80,6% de los pacientes
presentaban inmunoscore bajo, mientras que el 19,4% mostraba inmunoscore
intermedio a alto. Este marcador inmunologico tiene un reconocido valor
prondstico, ya que puntuaciones mas altas se asocian con una mejor respuesta
inmune y mejores resultados clinicos($22$2%), Aunque el sistema original de
inmunoscore divide a los pacientes en cinco categorias (I0-I4), en este estudio se
opto por una clasificacion binaria (bajo: I0-11; intermedio-alto: 12-14), siguiendo el
enfoque validado por Pages et al.(82, que ha demostrado su utilidad prondstica en
cancer colorrectal. Nuestros analisis confirmaron la consistencia de los resultados
utilizando ambas clasificaciones, lo que respalda la robustez y aplicabilidad
clinica del enfoque simplificado. Esto sugiere que la clasificacion binaria mantiene
el valor prondstico, a la vez que proporciona un marco mas practico para la
aplicacion clinica. Los inmunoscores bajos se observaron con mayor frecuencia en
adenocarcinomas convencionales y serrados. En particular, los adenocarcinomas
serrados mostraron menor respuesta inmunitaria y escasa infiltracion

linfocitaria®¥), a pesar de haber sido clasificados dentro del subtipo CMS4@4). Esta
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discordancia entre la clasificacion histoldgica y molecular ha motivado la
propuesta de una nueva entidad conocida como "adenocarcinoma serrado
clasico", posiblemente asociado al subtipo CMS1@424), En la presente cohorte, el
estado MSI-H se correlacioné con inmunoscore intermedio-alto, en concordancia
con los hallazgos de Galon et al. (2006)?%?, quienes demostraron que los tumores
MSI-H son mas inmunogénicos y generan una respuesta inmunitaria mas potente.

La validacion internacional del inmunoscore ha consolidado su capacidad
predictiva para la supervivencia en cancer de colon, superando a factores clinico-
patologicos tradicionales. La incorporacion del inmunoscore en la practica clinica
podria mejorar la estratificacion del riesgo y la toma de decisiones terapéuticas(2.

Si bien estudios previos han establecido por separado el valor prondstico
del inmunoscore y el TB, los resultados en el presente estudio revelaron una
relacion previamente inexplorada entre estos factores dentro de subtipos
moleculares especificos. Esto afade una nueva dimension a la comprension de la
heterogeneidad del CCR y las posibles estrategias de tratamiento. Estos
resultados abordan directamente las lagunas identificadas en la investigacion
actual al demostrar la asociacién entre un inmunoscore bajo y TGB alto en los
subtipos CMS2/3, lo que sugiere que estos tumores pueden haber desarrollado
mecanismos para evadir la vigilancia inmunitaria mientras mantienen un
comportamiento agresivo. El TB es un biomarcador pronostico emergente en el
cancer colorrectal (CCR) que actualmente influye en la toma de decisiones en el
CCR en estadios I y II. Estudios, como el analisis post-hoc del ensayo IDEA-
France han demostrado que el TB intermedio y alto se asocia significativamente
con una peor supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global
(SG) en pacientes con CCR en estadio III. Ademas, la relacion entre el TB y el
inmunoscore es un area de investigacion poco explorada. Evidencias recientes®+)
han destacado que la combinaciéon de inmunoscore con TB mejora la precision
pronostica en comparacion con factores tradicionales como el estadio N, el estadio
T y el MSI. Esta combinacién también tuvo la mayor contribucion relativa a la
SLE en el CCR en estadios tempranos. Sin embargo, dada la limitada evidencia
existente, los presentes hallazgos aportan nuevas perspectivas en este campo al
demostrar una asociacion significativa entre un inmunoscore bajo y un TB alto en
los subtipos CMS2/3 de CCR, particularmente en la histologia serrada. Esta

asociacion sugiere que estos tumores pueden evadir la vigilancia inmunitaria
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mientras exhiben un comportamiento agresivo, como se refleja en mayores tasas
de recurrencia. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de realizar mas estudios
para validar y ampliar estas observaciones, particularmente en cohortes
prospectivas y a mayor escala, ya que ofrecen importantes implicaciones para
refinar la estratificacion del riesgo y adaptar los enfoques terapéuticos en
pacientes con CCR CMS2/3.

6.5 MICROBIOTA

El microambiente tumoral es un entorno complejo y heterogéneo que ejerce
una influencia significativa en la progresion del cancer colorrectal (CCR), y estos
factores, incluyendo el microbioma, influyen en el modo en que un individuo
desarrolla cancer@®. Investigaciones recientes se han centrado en como el
microbioma interactia con el microambiente tumoral (TME), incluyendo al
sistema inmunitario, tanto de forma directa como sistémica, resultando
frecuentemente en la activacion de diversas respuestas inmunologicas que, a su
vez, modifican la progresion de la carcinogénesis®4524). Numerosos estudios han
identificado asociaciones sdlidas entre bacterias especificas, caracteristicas
moleculares y evolucion clinica en pacientes con CCR. No obstante, aunque las
asociaciones entre ciertas bacterias y la progresion del CCR han sido ampliamente
documentadas, es crucial comprender los mecanismos subyacentes implicados.
Como se sabe, tanto el microbioma intestinal como el microbioma residente en el
tumor ejercen una influencia sobre las caracteristicas moleculares, el perfil
inmunoldgico y el microambiente tumoral del CCR, alterando asi las vias
implicadas en la carcinogénesis y los subtipos moleculares en los cuales se
clasifican los tumores.

En el presente estudio se obtuvo el analisis de la microbiota de 45 pacientes.
Se tuvo en cuenta la familia, el género, asi como el indice de Shannon, Simpson y
Berger-Parker, herramientas que permiten la evaluaciéon de la diversidad de
microorganismos dentro de la microbiota. El indice de Shannon considera tanto la
riqueza o numero de especies como la uniformidad o abundancia relativa de cada

especie, cuanto mayor es su valor, mayor es la diversidad. El indice de Simpson
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se enfoca en la dominancia de las especies mas comunes, cuanto menor su valor
mayor la diversidad, mientras que el indice de Berger-Parker mide la proporcion
de la especie mas abundante. Se analizaron las posibles relaciones con
caracteristicas demograficas, clinico-patoldgicas al diagndstico, con la infiltracion
por macréfagos, inmunoscore, con el subtipo molecular y la supervivencia, no
encontrandose relaciones estadisticamente significativas. La ausencia de
asociaciones estadisticamente significativas en estos analisis podria deberse al
tamafio muestral reducido, lo que limita el poder estadistico y puede haber
impedido la deteccidn de efectos relevantes.

Un hallazgo que se pudo observar, aunque no estadisticamente
significativo, es la frecuencia de la familia Bacteroidaceae en pacientes CMS2/3. De
los 45 pacientes, 23 de ellos presentaban dicha familia como la més frecuente y de
los 30 pacientes CMS2/3, 14 de ellos la presentaban. Aunque una baja biomasa
bacteriana se ha asociado globalmente con los tumores CMS2, se observo que la
mayor proporcion de especies del filo Bacteroidetes se encontraba en tumores
CMS2 en comparacion con los subtipos CMS1, CMS3 y CMS4, siendo Bacteroides
fragilis responsable de mas del 50% de las bacterias identificadas®#.

Aunque cada subtipo tumoral de CCR presenta una diversidad microbiana
distintiva y altamente heterogénea, las limitaciones de tamafio muestral en el
presente estudio impidieron establecer de forma robusta la influencia de la
microbiota sobre la clasificacion molecular, la relacion inmunoldgica y la
progresion tumoral. Esta limitacion pone de relieve la complejidad de las
interacciones entre el microbioma tumoral y el entorno inmunolégico, metabdlico
y gendmico del huésped, y refuerza la necesidad de estudios prospectivos con
cohortes mas amplias y caracterizacion microbioldgica exhaustiva que permitan
esclarecer los mecanismos funcionales subyacentes.

Si bien este estudio ofrece aportes valiosos, debe interpretarse considerando
sus limitaciones. Su disefno retrospectivo y el tamafio muestral reducido limitan la
generalizacion de los hallazgos. A pesar de ello, la inclusién de pacientes con
distintos antecedentes terapéuticos enriquece la muestra y permite explorar el
valor prondstico de variables como el inmunoscore y los subtipos moleculares en
un contexto mas representativo de la practica clinica. Futuros estudios
prospectivos, con mayor tamafio muestral, seran esenciales para validar estos

hallazgos y explorar su aplicabilidad clinica, incluyendo la personalizacion de
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estrategias inmunoterapéuticas segiin el subtipo molecular y el perfil
inmunoldgico tumoral.

En conclusién, este estudio destaca la intrincada interaccion entre los
subtipos moleculares, las respuestas inmunitarias y el comportamiento tumoral
en el cancer colorrectal (CCR), lo que enfatiza la necesidad de un enfoque
transformador para las estrategias clinicas y la investigacion. Al demostrar que
los subtipos CMS2/3, especialmente los tumores serrados, presentan una baja
respuesta inmunitaria y una alta gemacion tumoral relacionada con la metastasis
hepatica, nuestros hallazgos subrayan la importancia de adaptar las
intervenciones clinicas y la vigilancia. Ademads, si bien reconocemos las
limitaciones del estudio, las investigaciones futuras deberian explorar la
integracion de datos genéticos, inmunoldgicos y morfoldgicos para perfeccionar
las vias de tratamiento personalizadas y mejorar los resultados de los pacientes.
Estos resultados no solo mejoran nuestra comprension de la heterogeneidad del
CCR, sino que también brindan una base practica para impulsar la medicina de

precision en este campo.
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VII LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Este estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar, la seleccion de
pacientes basada en subtipos histoldgicos, en lugar de un muestreo aleatorio,
podria haber introducido un sesgo de seleccion, limitando asi la representatividad
de la cohorte. Este enriquecimiento retrospectivo, especialmente dirigido hacia
fenotipos serrados y mucinosos, podria haber modificado el panorama del
microambiente inmunologico. Ademads, se excluyeron pacientes cuando el tejido
tumoral disponible fue insuficiente para el andlisis inmunohistoquimico,
reduciendo asi el tamafio muestral para algunas variables y limitando el poder
estadistico en ciertos andlisis por subgrupos. Los datos faltantes se manejaron
mediante exclusion caso a caso, reportando explicitamente los tamanos
muestrales para asegurar transparencia.

En segundo lugar, la clasificacién en subtipos moleculares se basd en un
mini-clasificador inmunohistoquimico en lugar de un perfil transcriptémico
completo. Aunque este método ha demostrado una concordancia sustancial con la
clasificacion CMS basada en expresion génica (k = 0,75), no permite distinguir de
forma fiable CMS2 de CMS3 ni identificar la categoria NOS (mixta). Por tanto, la
posible clasificacion errénea residual podria haber influido en las asociaciones
especificas de subtipo. Adicionalmente, existe evidencia limitada e inconsistente
sobre CMS3 en cancer colorrectal en estadios iniciales, lo cual podria explicar
parcialmente discrepancias con estudios previos.

En tercer lugar, todas las evaluaciones inmunoldgicas y de budding tumoral
se realizaron en triplicado sobre microarrays tisulares (TMA) de 1,5 mm, en lugar
de cortes completos. Aunque se observo una concordancia sustancial con
evaluaciones de cortes completos en un subconjunto de validaciéon (n = 38), el uso
de TMA no puede capturar completamente la heterogeneidad espacial,
particularmente en tumores inmuno-excluidos CMS2/3. Ademas, el budding
tumoral se cuantificd en toda el area del TMA y se categorizd en <10, 10-19 o >20

focos. Estos umbrales, aunque basados en estudios previos, difieren de los
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estandares ITBCC 2016, que utilizan un solo hotspot de 0,785 mm?, y por tanto no
son directamente comparables.

Asimismo, no se estratifico el andlisis de patrones metastasicos segun la
localizacion anatomica del tumor primario. Los tumores rectales representaron el
18,8% de la cohorte y pueden seguir rutas de diseminacion diferentes a los
tumores coldnicos, como una mayor propension a metdstasis pulmonares en
lugar de hepaticas. Esta variabilidad anatdmica podria actuar como factor de
confusion en las asociaciones observadas entre el grado de budding tumoral y el
sitio metastasico. Estudios futuros deberian considerar este factor en analisis
multivariantes de tropismo metastasico.

Finalmente, para mejorar la interpretabilidad se dicotomizé el inmunoscore
original de cinco niveles, realizando multiples comparaciones exploratorias. Los
analisis de sensibilidad utilizando la escala completa (I0-I4) proporcionaron
resultados consistentes, y se aplicO una correccion por tasa de falsos
descubrimientos (FDR) para reducir el riesgo de errores tipo I. No obstante, el
tamano reducido de algunos subgrupos, como CMS4 o pacientes recaidos con
puntajes inmunes evaluables, podria haber limitado el poder estadistico,
aumentando el potencial de error tipo II.

A pesar de estas limitaciones, nuestro estudio aporta informacion relevante
sobre la interaccion entre subtipos moleculares, respuesta inmune Yy
comportamiento tumoral en cancer colorrectal. Estudios prospectivos futuros con
cohortes mayores y mas diversas, asi como validacion transcriptémica, seran

fundamentales para confirmar y extender estos hallazgos.
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VIII - CONCLUSIONES

1. Es posible clasificar el cancer colorrectal segin subtipos moleculares
especificos por técnicas inmunohistoquimicas y correlacionarlos con algunas
caracteristicas clinico-patoldgicas e inmunoldgicas. Los resultados en
supervivencia de nuestra serie se correlacionan bien con los datos conocidos
de los subtipos clasificados mediante transcriptomica. Los subtipos epiteliales,
especialmente los de histologia serrada, presentan inmunoscore bajo y budding
tumoral alto, y se relacionan con mayor frecuencia de progresion/recaida

hepatica. CMS-1 y CMS-4 tienen peor supervivencia

2. Lainfiltracion por macréfagos M2 es mas prevalente en los subtipos inestables
(CMS 1) y epiteliales (CMS 2/3), asociados a un inmunoscore intermedio-alto,
lo que demuestra que hay una correlacion directa entre microambiente

inmunoldgico y pronostico

3. No ha sido posible en nuestra serie relacionar los subtipos moleculares con la

composicidon de la microbiota intestinal.
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normas de BPC (CPMP/ICH/135/95)

4° |La composicion actual del CEIC que ha evaluado la propuesta fue la siguiente:

Presidente:
Vicepresidente:
Secretaria:
Vocales:

D. A. lavier Trujillo Santos

D. José Valverde Molina.

D2 Laly Gémez Sannicolas,

D. José M. Bueno Ortiz,

D. Francisco Sanchez Rodriguez
D. Blas Garcia Rojo

D. Federico Soria Arcos

D@ Ma Teresa Roldan Chicano
D@ Ruth L. Manrique Medina

D. Javier Aranda Lorca

D. Luis Escondrillas Gbmez

D. Eduardo Osuna Carrillo de
Albornoz

by

Médico Adjunto Medicina Interna/Infecciosa.

Jefe Seccion, S@ Pediatria

Secretaria Unidad Investigacion. i

Médico Adjunto Centro de Salud de Fuente Alamo.
Responsable Farmacia, adscrito a la GAP Area II.
Médico Adjunto Servicio Anestesiologia y Reanimacidn.
Médico Adjunto Servicio Cardiologia.

Enfermera Diplomada.

Médico Adjunto Gerencia A. Primaria. Técnico de Salud
Licenciado en Derecho

Responsable Farmacia del HGUSL

Catedratico Medicina Legal y Forense.
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En el caso de que se'evaluara-algiin proyecto del que un miembro sea investigador/colaborador, éste

T
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W CAM COMITE DE ETICA DE LA UCAM

SAN ANTONIO

DATOS DEL PROYECTO
Titulo: “Clasificacion de subtipos moleculares especificos y su correlacion con
' caracteristicas clinico-patoldgicas en cancer colorrectal”
Investigador Principal | Nombre Correo-e
Dr. Pablo Conesa Zamora pconesa@ucam.edu
INFORME DEL COMITE
| Fecha | 26/07/2019 | | Cédigo | CE071916 |

Tipo de Experimentacion

Investigacion experimental clinica con seres humanos

Utilizacién de tejidos humanos procedentes de pacientes, tejidos embrionarios o
fetales

Utilizacién de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de
bancos de muestras o tejidos

Investigacion observacional con seres humanos, psicolégica o comportamental
en humanos

Uso de datos personales, informacion genética, etc.

Experimentacion animal

Utilizacién de agentes biolGgicos de riesgo para la salud humana, animal o las
plantas

Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs)

Comentarios Respecto al Tipo de Experimentacién

Nada Obsta

Comentarios Respecto a la Metodologia de Experimentacion

Nada Obsta
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W CAM. COMITE DE ETICA DE LA UCAM

SAN ANTONIO

Sugerencias al Investigador

A la vista de la solicitud de informe adjunto por el Investigador y de las
recomendaciones anteriormente expuestas el dictamen del Comité es:

Emitir Informe Favorable X
Emitir Informe Desfavorable

Emitir Informe Favorable condicionado a
Subsanacién

MOTIVACION

Incrementara conocimientos en su drea

V° B° El Presidente, El Secretario,

Fdo.: José Alberto Canovas Sanchez ~EDE= Fdo.: José Alarcén Teruel
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DOCUMENTO DE INFORMACION 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 investigacidn es progresar en el conocimiento de las
enfermedades y en su prevencién, diagnostico, prondstico y tratamiento. Esta investigacién biomédica requiere
recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y obtener conclusiones con
el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagnéstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnostico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también utiles y necesarias para la investigaciéon. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los ultimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios.

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area II 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 investigacion biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccion de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacion y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo en participar en esta propuesta

(Qué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacién biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacién en Medicina, siempre bajo la supervisiéon
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 investigaciéon biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacidn fuera de Espafia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacidon espafola y
lo aprueben los correspondientes comités.

Muestras biolégicas e informacién asociada: En ningiin caso se le practicardn mds pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencién médica.

Se guardara y dispondra del material biol6gico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos biolégicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedird 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 II del Hospital General Universitario Santa Lucia hasta su
extincion. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de Investigacién Cooperativa (RETIC) de
Biobancos del Instituto de Salud Carlos III 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.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras biolégicas e informacién asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacidon anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados

“*\ Red Bisbancos 1
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por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al biobanco.

Cualquier estudio de investigaciéon para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras debera disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacién (CEI) 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 informacién acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccion de esta informacién (ver apartado de proteccién 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 realizacién 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 institucién sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracion. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitard de nuevo su
consentimiento.

Proteccién de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacidon vigente en materia de protecciéon de datos de caracter personal.

La identificacion de las muestras bioldgicas del Biobanco sera sometida a un proceso de codificacion. A cada muestra
se le asigna un cédigo de identificacion, 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 ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacidn 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 tutiles 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 : Fundacidn para la Formacién e Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia.
Direccién Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y objecion, asi como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacidn para la Formacién 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 cesion de muestras biolégicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital General Universitario Santa Lucia es gratuita.

La donacioén tiene por disposicidn legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningin
beneficio econémico 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
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gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

Participacién voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacién 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 repercutird negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacion del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelarlo
libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras bioldgicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacion entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras biolégicas y
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacién o anonimizacién no se podrian extender a la investigacién que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por escrito al Director del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacion: se le proporcionard informacion si usted desea
recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o anonimizacidn.

Los métodos utilizados en investigacién 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 serdn 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 o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién 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 informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares biolégicos, un Comité de expertos estudiara
el caso y deberd 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 estad
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).......c.cccuevreesnrervenerenesne e Persona del centro que informa

Edad: Sexo: | D)\ |0\ )

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area Il en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacion esta hoja

El abajo firmante 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
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area II, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigacién 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.

Confirmo que:

1. 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 Biobanc-Mur
Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién biomédica,
siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente. Esta
autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

Q1sI LINO

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 asI ONO Teléfono o E-mail de contacto......c.ccoevvevecciencencenien
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales

asI ONo Teléfono o E-mail de contacto: ......c.ccceeeevrvernencineinecnecen

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
| 28§ VO, , Aeveen €, de.nn.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante).........cccevvviniininiiiiin i Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DNIiiiic e DNIiiiice e
Nombre y apellidos del testigo que firma.......ccoeeeenenseneesesnesesese s D]\ FPT

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area Il en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacion esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biol6gico 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 I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién biomédica,
siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente. Esta
autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

aslI ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia [Is1 LINO Teléfono o E-mail de contacto........coevvvveveceicencennene
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales

Q1sI LINO Teléfono o E-mail de contacto: ......c.cccueeveveieniennnsensin s

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
| 25 VO, , d...... de.. de.nn.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante)..........coccevrrerierrerieriensesses s Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DNLiiiiie DN
Nombre y apellidos del tutor legal que firma.......c. 1D]\\) O

Si ha comprendido la informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area Il en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante 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
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area II, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigaciéon biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién
competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

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.

aslI ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia [Js1 LINO Teléfono o E-mail de contacto.......c..cceereniecieeniienenn,
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales

Q1sI LINO Teléfono o E-mail de contacto: ......c.ccoeveveieniennnsensin s

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
| 28§ VO, , Aueven €, de.n.
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:
YO, D. /DA, ottt iseese s ssesssessess s sssse s CONDNI .o anulo el consentimiento
prestado en fecha.......... o [T de 20.......... y no deseo proseguir la donacion voluntaria al biobanco Biobanc-
Mur Nodo Area Il, que doy por finalizada al dia de hoy.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
| 20's TR - SO o [ de 20.........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
YO0, D./DRa. covrrreressinsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes [70) 10 D)\ L , Como representante legal de
D/DNa. i 60} s 1 D1\ (T , anulo el consentimiento prestado en
fecha......... (o [T de 20......y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I

, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
[0 SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

[0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
ENeeereinee F- WO o (=TS de 20.........
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