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1.1. CANCER COLORRECTAL

1.1.1. Epidemiologia del cancer colorrectal

El cancer constituye un importante problema de salud siendo la principal causa de
muerte junto con las enfermedades cardiovasculares en los paises desarrollados.
Datos proporcionados por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) situan al
cancer como una de las primeras causas de muerte a nivel mundial; atribuyendo
9,6 millones de muertes en el afio 2018 (1) casi un millébn de muertes mas que en

el ano 2015 (2).

El cancer colorrectal (CCR) continlia siendo una de las neoplasias mas
frecuentes. Segun los datos obtenidos en GLOBOCAN 2018, el CCR es el tercer
cancer mas mortal y el cuarto cancer diagnosticado con mas frecuencia en el
mundo. En 2018 se estima que se diagnosticaron cerca de 2 millones de casos
nuevos (teniendo en cuenta ambos sexos) en todo el mundo, representando el
10.2% de todos los canceres y que hubo cerca de 1 millébn de muertes. Los
avances terapéuticos han disminuido la mortalidad asociada en ambos sexos
siendo en hombres el cuarto cancer con mayor numero de muertes y en mujeres

el tercero (Figura 1).
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MORTALIDAD

Hombres Mujeres

Non-Hodgkin
lymphoma

2.7%

Cervix uteri
7.5%

Colorectum Liver

6.7% 9.0% 5.6% Stg}rg%ch

5.4 millones de muertes 4.2 millones de muertes

Figura 1. Graficos circulares mostrando la distribucion de muertes para los 10
canceres mas comunes del 2018 para hombres y mujeres.

Gréficas importadas de “CA CANCER J CLIN 2018; 0:7-31”

Casi el 55% de los casos de CCR tienen lugar en paises desarrollados; siendo
Nueva Zelanda, Europa, Australia y América del Norte las regiones del planeta
con un mayor ratio estimado de incidencia. No obstante, la incidencia de CCR se
esta viendo incrementada en zonas previamente consideradas de bajo riesgo
como consecuencia de cambios en la dieta, un aumento en el consumo de tabaco
y una mayor tasa de obesidad. Por otro lado, avances recientes en programas de
deteccién precoz como la prueba de sangre oculta en heces (siglas en inglés
FOBT), colonoscopias de cribado y mejoras en los tratamientos han disminuido la
mortalidad del CCR en naciones desarrolladas, a pesar de que la incidencia siga

en alza tanto en hombres como en mujeres (3).
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En Espana el CCR es la segunda causa de fallecimiento con 12 casos por cada
100.000 habitantes, considerando ambos sexos (Figura 2). La maxima incidencia
se observa en el grupo de edad de 50-70 afos, principalmente en varones.
Ademas, la incidencia de CCR estandarizada por edad sigue siendo la tercera
mas alta, con mas de 21.000 nuevos casos diagnosticados en 2018 (GLOBOCAN
2018), considerando ambos sexos. La Asociacion Espafiola Contra el Cancer
(AECC) estima que 1 de cada 30 mujeres y 1 de cada 20 hombres padecera CCR
a lo largo de su vida. A largo plazo se estima un coste de 37.000€ por paciente
afecto de CCR. El uso de terapias bioldgicas dirigidas esta aumentando los costes

asociados al tratamiento del CCR (4).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Spain, both sexes, all ages

Breast

Prnstate-
R
*"
B\adder-
Corpus uteri -
Non-Hodgkin lymphoma -
K:dney.
ae
9 Incidence
Thyrmdl W Mortality
0 10 20 30 40 50 60 70

can 2018
on; Global Cancer ASR (World) per 100 000

Figura 2. Riesgo de incidencia y mortalidad en Espaiha en 2018 para ambos sexos,
estandarizada por edad.

Grafica extraida de “GLOBOCAN, 2018”
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1.1.2. Etiologia y factores de riesgo para el desarrollo del CCR

La etiologia del CCR es multifactorial y variada, influyendo en su desarrollo

factores de riesgo no modificables y factores de riesgo modificables.

El envejecimiento es el factor de riesgo no modificable mas importante. Estudios
demuestran que las personas entre 60 y 79 afos presentan un riesgo a
desarrollar CCR 50 veces mayor que las personas menores de 40 anos (5). El
sexo se trata de otro factor de riesgo no modificable, aunque la tasa de incidencia
de CCR en ambos sexos es similar, ésta es ligeramente mayor en hombres para

cancer de recto (6-8).

El proceso carcinogénico del CCR, tarda unos 7-8 afos, donde las células
epiteliales sanas se transforman en neoplasicas a través de un cumulo de

alteraciones genéticas (9) (Figura 3).

~ 7 - 8 aflos ~ 65 anos

Otras
alteraciones

Epitelio Epitelio Adenoma Adenoma Adenoma Adenocarcinoma
normal hiperproliferativo precoz intermed. tardio

P [ R

Mutacién Superexpresion Mutaciéon LOH 18q LOH 17q
de APC de COX-2 de K-ras DCC  Mutacién
5q 12p de p53
q Hipometilacién g Metastasis
de DNA

Figura 3. Proceso carcinogénico del CCR.

Imagen adaptada de “N Engl J Med 2000; 342:1960-1968”

26



Estas alteraciones genéticas pueden darse por diversos motivos; a) por
mutaciones somaticas no heredadas, los denominados CCR esporadicos o b) por
mutaciones a nivel germinal heredadas de los progenitores, los denominados
CCR hereditarios. La mayor parte de los CCR son esporadicos (65%). Sin
embargo, hasta un 30% de los casos de CCR presentan agregaciéon familiar de
causa desconocida mientras que <5% son hereditarios, con mutaciones
germinales identificadas (10) y caracterizados por una edad mas temprana de
aparicién. Hay que destacar dentro de este grupo, la poliposis adenomatosa
familiar (PAF) y el sindrome de Lynch (SL) dada su incidencia y caracteristicas

especiales (11,12).

Los factores de riesgo modificables, juegan un papel muy importante en el
desarrollo de CCR esporadico. Mientras que algunos de ellos facilitan el proceso

carcinogénico, otros actuan como factores protectores:

a) Estilo de vida
La obesidad es un factor de riesgo conocido para el CCR (13). Un reciente
metaanadlisis demostré que una ganancia de peso de 5kg aumenta un 3% el
riesgo de padecer CCR, siendo la asociacién ligeramente mayor para hombres
(14). También existe una asociacion del sindrome metabdlico y sus componentes
con una mayor incidencia y mortalidad del CCR (15). En esta misma linea la
evidencia sugiere que la diabetes mellitus (DM) esta asociada con un riesgo
elevado de desarrollar CCR (16,17). También se ha asociado un consumo
moderado (<50g/dia) o elevado (>50g/dia) de alcohol con un incremento en el
riesgo de desarrollar CCR (18), al igual que se ha demostrado que existe una

asociacién entre el consumo de cigarrillos y el riesgo de desarrollar CCR (19).
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b) Dieta
La asociacion entre dieta y CCR se descubri6 gracias a que estudios
observacionales mostraran importantes diferencias en la incidencia de esta
neoplasia entre distintas areas geograficas (mayor incidencia en paises con
mayor desarrollo econémico y en paises occidentales). No obstante, los estudios
presentan limitaciones puesto que es dificil aislar el efecto que un Unico alimento
pueda producir y ademas se desconoce si el tipo de alimento contribuye de forma
independiente al riesgo de CCR o si este guarda relacion con una ingesta
excesiva de los alimentos (20). A pesar de este inconveniente, diversos trabajos
de alta potencia estadistica demuestran que existe una asociacion entre el
consumo de carne roja y carne procesada con el CCR. Ademas, el hecho de
cocinar a altas temperaturas puede contribuir a dicho riesgo, tal vez por la
produccién de compuestos carcin6genos que se generan a partir de proteinas en
el proceso de carbonizacion (21). Por otro lado, existe cierto beneficio en el
consumo de fruta y verdura en una dieta equilibrada en la incidencia tanto de
adenomas como de CCR (22,23). También se ha visto que una dieta rica en
pescado, productos lacteos y fibra se asocian con una disminucién del riesgo de

CCR (24).

o Microbiota
La composicién de la microbiota intestinal esta fuertemente influenciada por
diversos factores entre los cuales se incluye la dieta (25-27). La dieta, puede
tener un impacto muy marcado en el ambiente del intestino y un cambio en la
ingesta de los 3 macro-nutrientes principales (carbohidratos, proteinas y grasas)
puede afectar significativamente a la composicion del microbiota (28). Bacterias

especificas del tracto intestinal han sido asociadas con la patogénesis del CCR,
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al igual que se ha detectado un aumento significativo de células inmunoreactivas
IL-17 en mucosa de pacientes con CCR comparado con la mucosa de controles
con colonoscopia normal (29). Cambios en la poblacién bacteriana y a
consecuencia en los productos del metabolismo pueden contribuir a enfermedad
(29). Hasta un 20% de los canceres humanos son producidos por

microorganismos (30).

Se ha detectado que subgrupos de Clostridium leptum y Clostridium coccoides
son especificos del CCR y poliposis (31). También se ha detectado un incremento
en especies de Fusobacterium en tejido tumoral de CCR comparado con tejido de
controles sanos (32,33). Ademas, estudios en modelos experimentales han
demostrado que el Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) puede causar la
carcinogénesis y progresiéon del CCR (34,35). A pesar de ser una bacteria
comunmente encontrada en la boca y vias respiratorias, un metaanalisis reciente
publicado por Nature (36) ha observado que los niveles de esta bacteria se
encuentran significativamente incrementados en las heces de pacientes con CCR
comparado con las heces de controles sanos. La asociacién de esta bacteria con
el CCR ha sido reportada en multiples estudios (37-39). Otro estudio demuestra
que los pacientes con CCR presentan niveles elevados de Bacteroides/Prevotella
(29). Ademas, se conoce que el enterotoxigénico Bacteroides fragilis (ETBF)
genera una metaloproteasa llamada fragilisin que induce la transcripcion de c-
myc en las células epiteliales del intestino induciendo una proliferaciéon celular
persistente (40). Estos datos sugieren que el ETBF puede tener el potencial de
contribuir en la transformacién oncogénica del colon. Ademas la elevada
concentracion de ETBF encontrada en pacientes con CCR comparado con

controles sanos respalda esta teoria (41,42).
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La condicidn conocida como disbiosis, en la cual se interrumpe la relacion natural
entre el huésped y la microbiota intestinal, es considerada como una de las
causas mas probables de enfermedad inflamatoria intestinal (43—46) o CCR (44),

(46—49) (Figura 4).

. . Beneficial bacteria '\
Healthy intestinal

microbiota

Dysbiosis

Harmful bacteria  *

Microbiota-derived
pro-carcinogenic and
pro-lnflarnmatory activities

. I )
‘Healthy epithelium

Hyperproliferative epithelium  Adenoma Carcinoma -

Colorectal cancer progression

Figura 4. Disbiosis microbiana en el intestino y su asociacion con el desarrollo del
CCR.

Imagen importada de “Int J Mol Sci 2017; 18:1310".

El concepto de cancer mediado por microbios es antiguo, dados los papeles bien
descritos de Helicobacter pylori en el cancer gastrico (50), el virus del papiloma
humano en el cancer cervical (51), el virus de la Hepatitis C en el cancer de
higado (52), el virus del Epstein Barr en el linfoma (53), el herpes virus en el
sarcoma de Kaposi (54) y el Schistosoma haematobium en el cancer de vejiga
(55) (Figura 5). La microbiota intestinal, ya sea como microbios individuales (56)
0 como una comunidad microbiana que ejerce un efecto colectivo, puede
potenciar o mitigar el riesgo de CCR. La alta densidad bacteriana en el colon y el
descubrimiento que las bacteriemias con ciertos microbios como Streptococcus
gallolyticus pueden ser indicadores clinicos de adenomas de colon ocultos

(tumores precancerosos) y CCR subrayan la importancia de estudiar el papel de
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los microbios intestinales en CCR (57). Los mecanismos por los cuales los
microbios influyen en la tumorigénesis del intestino, un ambiente particularmente
rico en microbios e inmunol6égicamente complejo, ain no se han aclarado por

completo.

Epstein-Barr virus
Lymphoma

Helicobacter pylori
Gastric adenocarcinoma and mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma

Human papilloma virus
Head and neck cancer
Cervical cancer

Anal cancer

Hepatitis C virus
Hepatocellular carcinoma

Schistosoma haematobium
i -‘-H-H""\-\_ - .
Bladder squamous cell carcinoma ~ Microbiota?

Human herpesvirus /

Kaposi sarcoma

Colorectal cancer

Figura 5. Microbios con roles bien caracterizados en el desarrollo de canceres
especificos.
Imagen tomada de “Annu Rev Microbiol 2016; 70: 395—411".



o Compuestos organicos volatiles
Distintas muestras biolégicas humanas que muestran cualquier tipo de cambio
metabdlico que se produce durante procesos enddgenos como inflamacion,
cambio de la flora bacteriana, necrosis, cancer y ante factores externos como
contaminacién, medicacién y dieta emiten compuestos organicos volatiles (COVs)
(58). Un cambio en el aroma puede ser indicador de enfermedad. Por lo tanto, los

COVs pueden ser biomarcadores utiles para el diagnéstico de enfermedades.

La busqueda de COVs especificos para la deteccibn de cancer se ha
incrementado recientemente, y un estudio publicado en 2019 (59) ha recopilado
toda la informacién publicada hasta el momento sobre los COVs detectados en
pacientes con distintos tipos de cancer comparado con controles sanos, y han
creado una base de datos “Cancer Odor Database” (COD) (60). En el COD se
pueden buscar COVs especificos para ver con qué canceres se han asociado,
también se puede hacer la busqueda por tipo de cancer, matrices analizadas
(aliento, orina, heces, sangre) y hasta por el método de extraccion de COVs

utilizado.

La evaluacion de la base de datos COD indica que la busqueda mas extensiva de
COVs relacionados con el cancer se ha realizado en aliento (Figura 6),
mayormente para la deteccidn del cancer de pulmén. Esto se debe a la facilidad
de muestreo, al bajo coste y debido a que el aliento se puede analizar a tiempo
real (61). Hasta la fecha no se han publicado muchos estudios de andlisis de
COVs en heces, dada la complejidad de la matriz. Por otro lado, la interaccién
directa hez-cancer (en el caso de CCR) hace pensar que las heces pueden ser la
matriz ideal para la busqueda de biomarcadores especificos, aunque hasta la

fecha no haya contribuido a la deteccion de muchos COVs relacionados con
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cancer. Hoy en dia, queda por determinar si estos volatiles son el resultado de
cambios en el microbioma en el contexto de adenoma avanzado (AA) o CCR, o si
son un subproducto metabdlico directo. Diferentes estudios demuestran cambios
en el microbioma de pacientes con CCR (31,62), y otros estudios encuentran una
asociaciéon entre factores ambientales como la edad, sexo, indice de masa
corporal (IMC) y medicacién con un cambio de la composicién fecal de COVs

(63).

Matrices
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Figura 6. Frecuencia de deteccion de COVs en distintas matrices bioldgicas.
llustracion importada de “Biol Methods Protoc 2019; 4: bpz014”
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Mediante el COD, se han encontrado COVs generales asociados a mas de 4
canceres y algunos COVs especificos de algunos tipos de cancer. Los COVs
generales, se pueden clasificar en 5 grupos principales aldehidos (heptanal,
hexanal, decanal, nonanal, pentanal, y octanal), cetonas (acetona, 3-heptanona,
2-butanona, y ciclohexanona), alcoholes (2-etilhexanol), hidrocarburos
(dodecano, 3-metilhexano, 4-metiloctano, y 2,2- dimetildecano), y compuestos
aromaticos (1,2,4-trimetilbenzeno, 1-metil-4-propan-2-ilbenzeno, y p-xileno)
(Figura 7).

Compound

1-methyl-4-propan-2-ylbenzene

1,2 4-trimethylbenzene

1,4-xylene
2-ethylhexan-1-ol

2 2-dimethyldecane
3-methylhexane
4-methyloctane
butan-2-one
cyclohexanone
heptan-3-one
octanal

pentanal

propan-2-one

dodecane
decanal
heptanal
nonanal

hexanal

Figura 7. COVs relacionados con cuatro o mas de cuatro tipos de canceres. Se
indica la cantidad de diferentes tipos de cancer en los que se asocian los COVs.

llustracion importada de “Biol Methods Protoc 2019; 4: bpz014”
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1.1.3. Inflamacién y CCR

El CCR es una enfermedad altamente heterogénea (64) y la respuesta inmune en
el cancer es igual de compleja. El microambiente tumoral induce cambios en el
fenotipo de mdltiples tipos de células del sistema inmune (Th1 - Th2 - Th17) para
favorecer su supervivencia en respuesta a senales inflamatorias o supresoras

enviadas por el tumor o células asociadas al tumor (65,66) (Figura 8).
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Figura 8. Interaccion celular en el CCR

Los fibroblastos asociados a tumor (CAF) y los macréfagos (MO) juegan un papel importante
promoviendo la progresion tumoral en el estroma mediante la IL-6. Por el contrario, la respuesta
inmune en el margen invasivo inhibe el crecimiento tumoral mediante MO y células T. 1) Factores
desconocidos del tumor promueven la produccion de la IL-6 a partir de los CAF; 2) la IL-6
promueve la produccion de la IL-6 y la produccion del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF); 3) IL-6, IL-17 y VEGF producidos mediante los CAF promueven el crecimiento celular,
angiogenesis y invasion del CCR; 4) IL-6 producida por CAF o MO promueven la diferenciacion de
los linfocitos T hacia un fenotipo inflamatorio (Th17) productores de IL-17; 5) Los linfocitos T
productores de IL-17 promueven la progresion del CCR y estan asociados a un peor pronostico
para los pacientes; 6) los Treg inhiben la respuesta inflamatoria IL-17; 7,8,9,10,11) los MO del
margen invasivo inducen células T-INFy+ que favorecen la prognosis del CCR.

llustracion importada de “World J Gastrointest Oncol 2015; 7: 221-232".
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La inflamacién contribuye a la proliferacion, migraciéon y supervivencia de las
células cancerosas, lo que puede conducir a la invasiéon tumoral y a metastasis
(67—70). Ademas, la inflamacion en el microambiente tumoral es un componente
importante de la respuesta inmune asociada al tumor. Las células y moléculas

inflamatorias pueden actuar para iniciar y mantener la inmunidad tumoral (71,72).

Las células T helper (Th) del grupo de diferenciacion CD 4+, son una poblacion
celular que presentan una gran plasticidad y heterogeneidad y exhiben una
funcion critica en las respuestas inmunoldgicas tumorales (73). Las células Th
CD4 + se clasifican en 4 subtipos, Th1, Th2, Th17 y células T reguladoras (T reg),
cada uno con su repertorio de citoquinas que gobierna la respuesta inmune global

a través de una red compleja (74).

Las células Th1 producen interferén gamma (IFNy), interleucina (IL)-2, IL-12 y
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), que estan involucradas en la respuesta
proinflamatoria. Las citoquinas asociadas a Th1 exhiben potentes efectos anti
tumorales al activar los linfocitos T citotoxicos CD8 + y la citotoxicidad mediada
por las células natural killer (NK). Por el contrario, las células Th2 secretan
citoquinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que median la respuesta humoral anti-
inflamatoria y la supresion inmune mediante la inhibicién de la produccién de

citoquinas Th1 (75).

Las células Th17 y las T reg se caracterizan por ser células T CD4+ productoras
de IL-17 y citoquinas de la familia del factor de crecimiento tumoral (TGFB) (76).
Una alteracion en esta red, puede derivar en la disfuncién del sistema inmune,
crecimiento celular descontrolado, inflamacion crdénica y por ultimo carcinogénesis

(77). Parece que una respuesta mediada por las células Th1 y CD8+ citotoxicos
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predicen una senal pronostica positiva del CCR, mientras que se ha demostrado
que una respuesta mediada por las células Th17 y T reg (productoras de IL-17)
pueden promover la tumorogénesis y se asocian a una drastica disminucién de la
tasa de supervivencia libre de enfermedad en los estadios iniciales del CCR (I/Il)

(78).

o PapeldelalL-23, IL-17Ay IL-6 en el desarrollo de adenomas y CCR

La IL-23, es una citoquina inflamatoria perteneciente a la familia de citoquinas IL-
12 y es secretada por diversos tipos celulares como células dendriticas y
macrofagos (79,80). La IL-23 induce la expansion de células Th productoras de
IL-17A (células Th17) (81,82). La IL-17A, es una citoquina inflamatoria secretada
por diversos tipos celulares; Th17 (83,84), T reg (85), NK y neutréfilos (86,87)
entre otros, que induce que el estroma produzca factores que sostengan la
proliferacién tumoral, supervivencia y angiogénesis (88). Los niveles de la IL-17A
estan incrementados en el estroma de pacientes con CCR y en el epitelio
intestinal de pacientes con adenomas de colon (89). Estudios experimentales
indican que la IL-17A promueve la tumorogénesis intestinal (90-92) ya sea
induciendo la proliferacion de células epiteliales aberrantes (92) o por la secrecion
de la IL-6 mediante el estroma tumoral (88). Ademas, la IL-17A promueve la
angiogenesis mediante la produccién del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) (88,91). La IL-6, es una citoquina inflamatoria con efecto pleiotropico en
inflamacion, respuesta inmune y hematopoiesis. Induce la secrecion de la
proteina C reactiva (PCR) desde el higado. Ademas, se ha demostrado que en
combinacién con el TGFpB, la IL-6 es indispensable para la diferenciacién de las

células T CD4 + virgenes a Th17 (84).
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Estudios recientes, vinculan la via Th17 con el desarrollo y promociéon del CCR.
Se ha demostrado que los adenomas col6nicos tienen una sobre-expresion de la
IL-23 y IL-17 comparado con tejido no tumoral adyacente (93,94). Otros estudios
demuestran que la IL-23 y IL-17A contribuyen a la tumorogénesis del CCR y al
cancer relacionado a inflamacién (95). Se ha observado que los niveles de IL-17A
en suero de pacientes con CCR estan elevados comparado con los niveles en
suero de pacientes sanos (96). La IL-6 se ha visto asociada con el desarrollo
esporadico del CCR (97) y cancer asociado a colitis (CAC) (98). Es importante
destacar que una expresién elevada de IL-23, IL-17 e IL-6 en el CCR (I-IV) se ha

relacionado con un pronédstico adverso y una enfermedad mas agresiva (99).

o PapeldelalL-4y IL-2 en el desarrollo de adenomas y CCR

La IL-4, es una citoquina inflamatoria de la via Th2 que se ha visto
sobreexpresada en las etapas iniciales del desarrollo del CCR, incluyendo en
pélipos hiperplasicos, adenoma y adenomas serrados (100). Ademas, diversos
estudios experimentales indican el efecto protumoral de esta citoquina en el CCR
(101-103). La IL-2, es una citoquina inflamatoria secretada por los linfocitos Th1.
Se ha observado que el receptor de la IL-2 (IL-2R) se encuentra incrementado en
el suero de pacientes con CCR comparado con el suero de controles sanos.
Parece ser, que un incremento de la IL-2R, puede estar involucrado en causar la
desregulacion de la funcién de Th1 y Th2 en la respuesta inmune, hacia un

estado de inmunosupresién (104).
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o Papel de la PCR

La PCR es una proteina de fase aguda que se sintetiza en el higado en respuesta
a la senalizacién mediada por citoquinas proinflamatorias, principalmente a través
de la IL-6 y TNFa (105). Es un marcador sensible, no especifico de la inflamacién
sistémica. Varios estudios han detectado concentraciones elevadas de PCR
circulante en pacientes con CCR comparado con controles sanos (106,107).
Ademas, una revision sistematica de estudios prospectivos mostr6 un mayor
riesgo de CCR asociado con la elevacion de la PCR (108). Sin embargo, los
datos publicados son menos concluyentes con respecto a la asociacidén entre la
PCR sérica y los adenomas colorrectales. Si bien algunos estudios han
observado que la PCR estd asociada con un mayor riesgo de adenomas
colorrectales (109,110), otros han encontrado asociaciones nulas (111-113) o
incluso inversas (114). Un estudio prospectivo de quimioprevencion de adenomas
colorrectales no encontré ninguna asociacion significativa entre los niveles de
PCR y la ocurrencia de adenomas, pélipos serrados o neoplasias avanzadas

(115).
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1.1.4. Disbiosis microbiana y el desarrollo del adenocarcinoma

Existen distintas teorias sobre cdmo la microbiota influye en el desarrollo del
CCR. Grivennikov et al. en 2013 (93) propusieron que el crecimiento tumoral en el
colon se produce por una pérdida de la funcién de la barrera intestinal que
permite la entrada de productos microbianos al microambiente tumoral activando
asi la respuesta mediada por las células Th17. El desarrollo de células Th17 se
promueve por diversas citoquinas como la IL-6, IL-1 y IL-21 y todas ellas pueden
ser inducidas por componentes microbianos (116). En tumores con una barrera
intestinal deficiente otras especies microbianas pueden invadir el tumor e inducir

la firma ‘IL-23/Tx17" .

Tjalsma et al. en 2012 (117) propusieron el modelo de bacterias “conductoras-
pasajeras” (Figura 9). Cogieron la idea de una hipotesis propuesta por Sears y
Pardoll (118) sobre “alpha-bugs”, donde expusieron que los “alpha-bugs” como el
ETBF son bacterias directamente pro-oncogénicas capaces de remodelar la
respuesta inmune y la comunidad bacteriana del colon para promover el CCR. De
acuerdo al modelo de bacterias “conductoras-pasajeras”, distintas bacterias
intestinales son capaces de dafar el ADN de las células epiteliales colénicas
(CEC) produciendo una inestabilidad del genoma y dando lugar a la primera fase
de la progresion del cancer. También pueden inducir alteraciones en la
permeabilidad de la mucosa, lo que favorece la translocacién de bacterias y
toxinas bacterianas, provocando una respuesta inflamatoria intestinal que
contribuye al desarrollo y la progresién del cancer. EI microambiente tumoral
podria afectar a la regulacién microbiana, alterar la composicién de la microbiota

por presidn selectiva y, por lo tanto, podria apoyar el crecimiento de bacterias
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oportunistas especificas (bacterias pasajeras) que potencialmente tienen efectos

cancerigenos (119,120).
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Figura 9. Descripcion de como la disbiosis bacteriana puede dar lugar al desarrollo
del adenocarcinoma.

llustracién importada de “Therap Adv Gastroenterol 2018; 11: 1756284818783606”

Siguiendo la idea de bacterias con capacidad pro-oncogénica Garrett WS en
2015 (56) sugirié que los microbios son capaces de alterar la senalizacién de la
via B-catenina induciendo una proliferacion celular permanente de las células
epiteliales y finalmente cancer. Actualmente, se conoce que varios microbios
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poseen la capacidad de activar vias de sefalizacion involucradas en la
carcinogénesis. La via de sefalizacién Wnt/B-catenina que regula la polaridad y
crecimiento celular (121) se encuentra alterada en distintos tumores. Diversas
bacterias asociadas a cancer pueden influenciar la sefalizacién de B-catenina.
Por ejemplo se conoce que el Helicobacter pylori expresa una proteina llamada
CagA, que se inyecta directamente dentro del citoplasma de las células del
huésped y modula la senalizacién aberrante de B-catenina (122). La activacion de
la B-catenina mediante CagA induce la sobreexpresién de genes relacionados
con la proliferacién celular, supervivencia y migracién al igual que angiogénesis.
Por otro lado, el F.nucleatum se ha visto asociado a adenomas colorrectales y
adenocarcinoma humano y a un aumento de tumorigenesis intestinal en ratones
(34,123). F. nucleatum expresa la proteina FadA, que es un componente de
adhesién que se encuentra en la superficie bacteriana y se une con la E-
cadherina presente en las células intestinales del huésped, induciendo la
activacion de B-catenina (35). Por otro lado, el ETBF que se encuentra
incrementado en CCR (124) estimula la excisién de la E-cadherina mediante Bif,
dando lugar a la activacién de la B-catenina (125). Salmonella typhi secreta la
proteina AvrA, que puede activar la sefnalizacion mediante B-catenina epitelial
(126) y esta asociado a canceres hepatobiliares (127). Puesto que algunas de
estas bacterias son constituyentes normales del microbiota intestinal, parece ser
que la pérdida de la apropiada funcidén de la barrera intestinal es un paso critico

para el desarrollo de algunos tumores.
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1.1.5. Técnicas de deteccion del CCR
La clave para la disminucién de la mortalidad por CCR se encuentra en el
diagnéstico temprano de la misma, por lo que se han desarrollado programas de

cribado.

Los métodos de cribado del CCR que se utilizan actualmente son el test
inmunoldgico fecal (FIT) y la colonoscopia. Aunque estos programas de cribado
hayan disminuido la mortalidad, su rendimiento no es 6ptimo. El FIT presenta una
sensibilidad y especificidad para el CCR de 79%y 94%, respectivamente (128).
Esto resulta en muchos falsos negativos y a consecuencia diagndsticos perdidos
del CCR en 11-44% de los casos. Ademas, un 3-6% de los participantes sanos
sometidos a cribado poblacional reciben un resultado de falso positivo, lo que
conlleva un uso innecesario de colonoscopias. Las colonoscopias son una técnica
invasiva, con un riesgo de complicaciones (sangrado o perforacién), asi como un
elevado coste. Debido a estas limitaciones, existe una verdadera necesidad de

descubrir una técnica no invasiva precisa para la deteccién del CCR.

1.1.5.1. Técnicas novedosas en estudio

Se estan desarrollando nuevos métodos de deteccidn no invasivos del CCR como
pruebas de ADN fecal (129) y microRNA (130). El método mas reciente para el

diagnéstico no invasivo del CCR, es el analisis del volatoloma fecal.

Desde los tiempos de la medicina clasica se ha utilizado el sentido del olfato para
caracterizar algunas enfermedades. Hipdcrates, padre de la medicina, unos 400
anos antes de Cristo instruyé a sus alumnos a que olieran el aliento de sus

pacientes para intentar detectar un aroma indicador de enfermedad (131). En el
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siglo Xl, Avicena (fisico y filésofo Arabe) utilizd su sentido del olfato para
diagnosticar enfermedades basandose en cambios en el olor de la orina de sus
pacientes (132). La medicina tradicional China también utiliz6 el olfato como
método de diagndstico de la diabetes, cuando la orina de los pacientes olia a
manzanas podridas (133). En la primera mitad del afio 1980, se aplicd un test de
aliento en gastroenterologia para medir la concentracién de urea para el
diagnéstico de gastritis asociada a Helicobacter pylori (134) y en el afo 1989,
Williams y Pembroke (135) demostraron que los perros rastreadores podian ser
entrenados para detectar el melanoma, sugiriendo que puede existir una “huella

olfativa” para cualquier enfermedad.

En esta nueva era de desarrollo tecnologico se estan desarrollando dispositivos
que permitan «cuantificar» y «diferenciar» este olor de una forma mas precisa.
Para ello se estan utilizando equipos altamente sofisticados como la
cromatografia de gases (GC) unida a espectrometria de masas (MS), tubo de
seleccion de iones con flujo y deteccion por espectrometria de masas (SIFT-MS)
y narices electronicas para su determinacion. Lo que se mide mediante estos
equipos son los COVs. Los COVs, reflejan cualquier cambio metabdlico que
pueda producirse por procesos como la inflamacién, cancer, necrosis y frente a
cualquier factor externo como la contaminacién, medicacion y dieta (58). Los
equipos comunmente utilizados para la deteccion de COVs son: la nariz
electrénica, GC-MS y SIFT-MS. Estos equipos cuentan con ciertas ventajas y

desventajas resumidas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Resumen de las ventajas y desventajas de las distintas técnicas analiticas.

Técnica
analitica

Ventajas

Desventajas

Nariz electrénica

-Mediciones a tiempo real.
- Facil de usar.

- Portable y pequefio.

- Sensibilidad en un rango

ppb.

- Andlisis de alto rendimiento.

- Coste de compra y
mediciones barata.

-No se pueden identificar
COVs especificos.

- No se pueden comparar
los resultados entre
distintos dispositivos.

- Ruptura del sensor con el
tiempo.

GC-MS -ldentificacion de COVs -Caro y requiere mucho
especificos. tiempo y personal
- Reproducible. preparado.
- Sensibilidad en rango - Sistema fijo inmévil.
ppb/ppt. - No se pueden hacer
mediciones a tiempo real.
SIFT-MS -Mediciones a tiempo real.

- Réapido.
- Sistema movil.
- Sensibilidad en rango ppb.

-No se pueden identificar
COVs especificos.

Abreviaciones: ppb; ug/L.

- La nariz electrénica, es un instrumento que comprende una matriz de
sensores, que pueden ser sensores electroquimicos, sensores de 6xido
metalico, etc. Los sensores experimentan cambios especificos en su
resistencia eléctrica al ser expuestos a COVs y gracias a un sistema de
reconocimiento de patrones capaz de integrar la sefial de cada uno de los
sensores se crea una “huella olfativa” (136). Estos dispositivos funcionan
como el sistema olfativo humano, son capaces de detectar conjuntos de

compuestos volatiles pero no COVs especificos ni su concentracion.
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- La GC-MS es el método de andlisis de COVs mas habitual para el
diagnoéstico del CCR. Este método analiza con éxito la composicién de
COVs de heces, orina, sangre y otras muestras biolégicas y aporta
informacion detallada de COVs individuales junto a su concentraciéon. Se
considera que es el mejor método para el analisis de volatolomas puesto

que permite la separacioén e identificacién de mezclas complejas.

- EI SIFT-MS fue creada por Smith y Spanel (137) en el afio 2005 y utilizada
por primera vez por el grupo de Batty y otros (138) para el analisis del
metaboloma fecal y busqueda de biomarcadores para el diagnostico del
CCR. Esta técnica permite mediciones a tiempo real y por tanto es mas
rapida que la GC-MS, pero proporciona informacién menos detallada de la
composicion de los COVs. La espectrometria de masas esta acoplada a un
tubo de seleccion de iones donde los COVs se ionizan por iones
precursores (Hz0", NO* y O."). Los iones precursores se introducen en el
tubo mediante helio (He) donde interaccionan con los COVs y entran en un

segundo espectrémetro de masas cuadrupolar donde se separan.

Existen diversas publicaciones de estudios donde los COVs se analizan en
distintas muestras biolégicas mediante técnicas analiticas avanzadas (GC-MS,
nariz electrénica y SIFT-MS) para diagnosticar enfermedades como entre otras el

cancer (138-140).

En cuanto a las muestras el aliento o heces son las mas analizadas.
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- Aliento

En la actualidad, en la clinica diaria el éxido nitrico exhalado se mide para el
diagnéstico del asma (141). Ademas, las narices electrénicas se estan utilizando
como herramientas para identificar pacientes con cancer de pulmén (142-145),
EPOC (145-147) y asma (146,147). Otros estudios demuestran que algunos de
los COVs emitidos por células de cancer de pulmén en cultivo, también se
encuentran en el aliento de personas con cancer de pulmon. Este descubrimiento
demuestra que existen COVs especificos para el cancer de pulmén (148).
También hay estudios que miden COVs en aliento para el diagnostico de cancer
de mama pero la significancia clinica y biolégica de los resultados encontrados no

esta clara (149,150).

Actualmente existen diversos estudios en la bibliografia que analizan COVs en
aliento para el diagnéstico del CCR. Peng et al. (58) fue el primero en publicar un
estudio del andlisis metabdlico en aliento de pacientes con CCR e identificd
COVs capaces de discriminar pacientes con CCR de controles sanos. Otros
estudios le siguieron, como el de Wang et al. (151), quien detecté un incremento
significativo de 9 COVs en el aliento de pacientes con CCR vy la disminucién de
un COV comparado con el grupo control. En 2015, el grupo de Amal et al. (152)
publico los resultados de un estudio donde se comparaban los COVs del aliento
de pacientes con CCR y controles sanos y encontraron que 4 COVs se

encontraban a concentraciones significativamente diferentes entre ambos grupos.
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Heces

Para el estudio de enfermedades gastrointestinales, parece que las muestras
fecales tienen el mayor potencial puesto que las heces estan en contacto directo

con el intestino y por tanto con la enfermedad.

El volatoloma fecal puede reflejar alteraciones en el microbiota intestinal mediante
cambios en los COVs creados por la interaccion intestino-microbiota (153). En los
ultimos 20 anos, muchos estudios se han centrado en el potencial del analisis de

COVs fecales para la deteccion del CCR con resultados prometedores (154—156).

Bond et al. (139) analizaron COVs fecales de pacientes con CCR y controles
sanos mediante la microextraccion de fase soélida (SPME) seguido de GC-MS y
observaron que los pacientes con CCR presentaban concentraciones
significativamente mayores de propan-2-ol. Otro estudio patentado en 2018,
demostré la asociacion entre altas concentraciones de 1,3-di-terc-butilbenceno,
octadecano, 2-pentadecanona y pentadecano y el CCR (157). Batty et al.,
analizaron COVs fecales mediante la técnica SIFT-MS y observaron que en
particular el sulfuro de hidrégeno puede ser un marcador significativo Util para la
deteccion o diagnéstico del CCR (138). El pequefio nimero de sujetos y el uso de
distintas plataformas y técnicas analiticas utilizadas en cada estudio impiden la
comparabilidad entre ellos, pero todos demuestran un alto valor diagnéstico para

la deteccion del CCR.

Actualmente, existen narices electrdnicas patentadas como el SCENT A1 (158)
que esta siendo validado para la identificacion de biomarcadores especificos en
pacientes con CCR comparado con controles sanos, y el Cyranose 320 (140)

demostrd ser capaz de discriminar pacientes con CCR de controles sanos con
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una sensibilidad del 85% y una especificidad del 87%. También parece que
puede diferenciar pacientes con CCR y AA con una sensibilidad y especificidad
del 75% y 73%, respectivamente. Estas técnicas no son capaces de identificar
COVs individuales ni su concentracion, y la busqueda de COVs que sirvan como

buenos biomarcadores de enfermedad (CCR y AA) sigue activa.

- Otras muestras biologicas

Algunos estudios han relacionado COVs de orina con distintos tipos de cancer,
incluyendo cancer de prostata (159), cancer renal (160) y cancer de vejiga (161).
Los patrones de COVs en pacientes con cancer a menudo difieren de los
patrones de COVs de muestras de orina de controles sanos. Matsaruma et al.
(162) demostr6 que la orina de ratones con cancer de pulmén presentaba
concentraciones significativamente distintas de COVs comparado con controles
sanos. Estudios han demostrado que COVs especificos en sangre pueden ser
utiles para predecir y diagnosticar enfermedades, como cancer de ovario (163),

CCR (164) y cancer de pulmén (165).
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1.2. POLIPOSIS COLONICAS

1.2.1. Pdlipos: definicion y clasificacion

Un polipo es una lesidn de estructura diversa que se forma y crece en las
membranas mucosas de diferentes cavidades, como la nariz, el colon y, en la
mujer, la vagina y la matriz (166). Los pélipos colorrectales pueden clasificarse en
funcion de su histologia y en funcion de su forma de crecimiento. Segun su forma
de crecimiento se puede hablar de poélipo pediculado, los cuales tienen un tallo de
implantacion de unos 1,5 cm o de pdlipo sésil si tienen una base de implantacion

amplia (sin tallo) (167).

Los pdlipos colorrectales se clasifican segun sus caracteristicas histolégicas en
adenomatosos (60-70%), serrados (10-30%) y un grupo variado (10-20%) que
incluye polipos inflamatorios, juveniles, hamartomatosos y otras lesiones no

mucosas (168).

1.2.2. Pélipos neoplasicos

1.2.2.1. Pdlipos adenomatosos

Los adenomas se clasifican histologicamente como tubulares, vellosos o
tubulovellosos. El subtipo mas habitual es el adenoma tubular (AT), que
constituye aproximadamente el 65-80% de los pélipos y presentan menor atipia
celular que los adenomas vellosos (AV). Sélo un 5-10% de los pdlipos
neoplasicos son AV y tienden a presentar displasia o atipia celular severa. Los
adenomas tubulovellosos (ATV) presentan caracteristicas de ambos grupos,
siendo un 10-25% de los pdlipos. La incidencia a carcinoma invasivo depende de
su tamafno y tipo histologico. El riesgo de que un AT menor a 1 cm se convierta
en CCR es menor a 5% y puede llegar al 50% de probabilidad en un adenoma
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velloso >2cm. Los ATV presentan un riesgo intermedio (22%) (167). Por
definicién, todos los tipos de adenomas presentan un nivel de displasia, dando
lugar a una arquitectura glandular anormal y estructuras intracelulares danadas.
El grado de displasia es diverso y mientras se convierte en mas severa (alto
grado), el riesgo a malignidad aumenta. De hecho, el término “displasia de alto
grado” es sindnimo a carcinoma in situ. El grado de displasia normalmente se

correlaciona con la histologia y tamaro del pdlipo.

1.2.2.2. Pdlipos serrados

Los pélipos serrados son lesiones epiteliales con una caracteristica en comun:
histologicamente, su arquitectura recuerda los dientes de una sierra. Dentro de
este grupo se incluian los pdélipos hiperplasicos (HP), adenomas serrados sésiles
(SSA), podlipos mixtos (MP) y adenomas serrados tradicionales (TSA) (169-172).
Sin embargo, actualmente la OMS sélo considera poélipos serrados los HPs, SSAs

y TSAs (173) (Figura 10).

Figura 10. Pdlipos serrados: A: HP; B; SSA; C: TSA
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1.2.3. Pdlipos no neoplasicos

1.2.3.1. Pdlipos hiperplasicos

Son los pdlipos més frecuentes del colon y recto. Actualmente se considera que
pertenecen al grupo de pélipos serrados pero sin potencial maligno como los
adenomas serrados sésiles o adenomas serrados tradicionales (174).
Normalmente presentan un diametro <5mm y muestran caracteristicas
histoldégicas de hiperplasia sin displasia; por este motivo no se consideran
lesiones premalignas. En las endoscopias desgraciadamente, no es facil
distinguir un polipo hiperplasico de uno adenomatoso, por lo que muchos se

retiran.

1.2.3.2. Pdlipos inflamatorios

Estos pdlipos se encuentran mayormente en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD), y en muchas colitis ulcerosas. Estas lesiones, no son
poélipos reales sino acumulaciones de infiltraciones inflamatorias que distorsionan

la anatomia de la mucosa.

1.2.3.3. Pdlipos hamartomatosos

Estos pélipos principalmente consisten en tejido conectivo (muasculo liso, lamina
propia e infiltrados inflamatorios) cubiertos por un epitelio hipertréfico.
Macroscopicamente, son pélipos pedunculados, rojizos, lisos y, a veces, son
indistinguibles de los podlipos adenomatosos pedunculados. Mdltiples poélipos

hamartomatosos aparecen con sindromes de poliposis genética.
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1.2.4. Tipos de poliposis

1.2.4.1. Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

Es una enfermedad genética autosémica dominante, responsable de causar el 1-
2% de los CCR, causada por una mutacion en el gen APC. Se han descrito varias
mutaciones en este gen: la presentacion clinica varia segun la mutacion
especifica. En general, la presentacién clinica de la PAF es el desarrollo de
multiples polipos adenomatosos en todo el colon y el recto. Ademas, pueden
ocurrir algunas manifestaciones extracolonicas y extra intestinales. Se inicia en
edades tempranas durante la infancia o la adolescencia, y la cantidad y el tamafio
de los pdlipos aumentan con la edad. En la forma grave de PAF, el paciente
desarrolla miles de adenomas de colon en la edad adulta y la edad media de

desarrollo del CCR es de 35 afos si el paciente no recibe tratamiento (175).

1.2.4.2. Poliposis asociada a MUTYH

La poliposis asociada a MUTYH (MAP) es un sindrome de poliposis autosémico
recesivo que se identificd por primera vez en 2002. Estd causada por mutaciones
bi-alélicas en el gen MUTYH (176,177). Las personas que tienen dos copias de la
mutacidn presentan un riesgo significativamente mayor de poliposis y CCR. Los
polipos observados en MAP son tipicamente AT o ATV pequefios o HP. En
pacientes no tratados, el riesgo acumulado de CCR se estima en un 80% a los 70
anos. En el fenotipo caracteristico, el paciente desarrolla decenas a cientos de
polipos colorrectales, que se detectan en la edad adulta; a diferencia de los miles

de podlipos que se desarrollan durante la infancia en pacientes con PAF.
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1.2.4.3. Sindrome de poliposis serrada (SPS)

Se trata de un sindrome caracterizado por la presencia de numerosos polipos
serrados, que pueden ser de gran tamano (178-180) con historia familiar y un
riesgo excepcionalmente alto de CCR (181,182). Dado a que la base genética no
esta bien definida, la definicidn sigue siendo fenotipica y presenta un numero muy
heterogéneo de pacientes. La OMS ha consensuado los criterios clinicos para el
diagnéstico clinico de SPS (183) y se considera que debe cumplir uno de los
siguientes criterios: 5 0 mas pdlipos serrados proximales al colon sigmoide, 2 de
ellos > 10mm; cualquier numero de podlipos serrados proximales al sigma en un
familiar de primer grado con SPS; o mas de 20 pdlipos serrados repartidos a lo
largo de todo el colon. Se estima que el riesgo de CCR es de 70%, aunque no
esta establecido (184). Se han descrito familias con un perfil genético de herencia
autosémico dominante, autosémico recesivo o sin antecedentes, sugiriendo que
dentro del grupo de SPS se engloba un grupo heterogéneo de pacientes que

probablemente presenten enfermedades con una base genética diferente.

1.2.4.4. Poliposis de origen desconocido

S6lo un 20-30% de los casos de multiples pdlipos colbénicos presentan una causa
genética conocida (mutaciones en los genes APC o MUTYH) (185-188). Por lo
tanto, existe un gran numero de casos en los cuales no se encuentra una causa
genética, y estos polipos colénicos multiples son de origen desconocido. En estos
casos, la poliposis podria deberse a la participacion de otros genes desconocidos
de alta predisposicién, o a factores ambientales (189,190). Varios factores de

riesgo no genéticos se han asociado con un mayor riesgo a desarrollar multiples

54



polipos intestinales, como una edad avanzada, el tabaquismo y el alto IMC

(191,192).

El papel de la inflamacién en la promocién de la carcinogénesis esta bien
establecido (193—-196). Por lo contrario, se conoce poco sobre el papel de la
inflamaciéon en la promocién de pdlipos colénicos. La respuesta inflamatoria
mediada por los linfocitos Th17, la cual se estabiliza y regula por la presencia de
la IL-6, IL-23 y su producto mayoritario la IL-17A, estd ganando mucho interés al

respecto.

Otra posible causa para la aparicion de multiples poélipos de colon puede ser la
radioterapia abdominal (197). Se conoce que la radioterapia acelera la
carcinogénesis gastrointestinal en ratones y aumenta el riesgo de cancer
gastrointestinal en humanos, parece probable que la radioterapia tenga un papel
causal en el desarrollo de poliposis adenomatosa intestinal (198—201) en aquellos

pacientes previamente tratados.
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2. HIPOTESIS
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Estudio 1

La identificacién de distintos perfiles de COVs fecales entre pacientes con CCR,
adenomas y controles sanos podria utilizarse como un método de deteccién no-

invasivo y preciso del CCR.

Estudio 2

Una respuesta inflamatoria incrementada mediada por las células Th17, puede

promover la aparicion de multiples pélipos de colon.
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3. OBJETIVOS




Universitat d’Alacant
Universidad de Alicante



Estudio 1

Desarrollar un método simple, rapido, econdmico y sensible en el que se empleen
(nano)materiales como sorbentes para retener los COVs y determinarlos
mediante TD-GC-MS, y emplearlo como test de cribado no-invasivo para la

deteccion de CCR.

Los objetivos especificos son:

o Desarrollo de (nano)materiales magnéticos (e.g., 6xido de grafeno).

o Desarrollo del método de extraccion en fase soélida empleando los
(nano)materiales magnéticos para la determinacién de COVs en muestras
sintéticas (e.g., patrones acuosos...).

o Analizar, mediante el método desarrollado, muestras de heces de
pacientes con CCR, adenomas y controles sanos para determinar el perfil
de COVs en cada grupo de estudio.

o Realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos para estudiar la
capacidad del método desarrollado en diferenciar pacientes enfermos

(CCR y lesiones premalignas) y sanos.
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Estudio 2

Determinar qué factores pueden estar causando la aparicién de multiples pdlipos

en el colon.

Los objetivos especificos de este estudio son:

o Analizar la presencia de citoquinas inflamatorias y niveles de glucosa,
insulina y PCR en suero de pacientes con pélipos colénicos multiples de
origen desconocido y compararlo con suero de controles sanos.

o Analizar la relacién entre niveles de citoquinas y numero de pélipos.

o Analizar si existe una asociacién entre los pacientes con multiples poélipos

de colon y presencia de factores como habito tabaquico, IMC y DM.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo de tesis doctoral se divide en dos partes estructuradas como

dos estudios.

Para el desarrollo de los objetivos planteados en cada uno de los estudios se ha

dispuesto de distintas cohortes de pacientes independientes.

Cada cohorte de pacientes procede de distintos proyectos de investigacién. El
primer estudio se ha realizado integramente en la Universidad de Alicante (UA),
financiado por una ayuda concedida por el Vicerrectorado de Investigacion y de
Transferencia de Conocimiento (Universidad de Alicante) (UAUSTI 18-04 vy
UAUSTI 19-05) y por un proyecto concedido por la Conselleria d° Educacio,
Investigacio, Cultura i Esport (Generalitat Valenciana) (PROMETEO/2018/087) al
grupo de Espectroscopia atdmica-masas y Quimica Analitica en Condiciones
Extremas del departamento de Quimica Analitica, Nutricion y Bromatologia, y al
grupo de Electrocatalisis y Electroquimica de Polimeros del departamento de
Quimica Fisica. Las muestras se han recogido en la unidad de endoscopias del
Hospital General Universitario de Alicante (HGUA).

Para el segundo estudio se han utilizado muestras del proyecto multicéntrico
nacional EPIPOLIP, financiado por el Instituto de Salud Carlos Ill (PI08/0726). A
su vez, se han utilizado muestras recogidas en la unidad de endoscopias del

HGUA.

Ambos proyectos han sido dirigidos y coordinados por nuestro grupo de

investigacion.
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Con relacion al primer estudio de la presente tesis doctoral, se solicité el informe
Previo de Patentabilidad (ITP) ante la Oficina Espafnola de Patentes y Marcas
(OEPM). La OEPM trasladé el ITP favorable correspondiente a la memoria en
fecha 02.03.2020, en el que se concluye que ninguno de los documentos
resefados en el Listado de Referencias reune todas las caracteristicas técnicas
reivindicadas. Por ello, se procedi6 a mandar la solicitud de patente en fecha
26.05.2020. Por otro lado, los resultados del segundo estudio han sido publicados

recientemente (Clin. Transl. Gastroenterol. 2020) (202).
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4.1.1. ESTUDIO 1: Analisis de compuestos organicos volatiles en
heces de pacientes con cancer colorrectal, adenomas y controles

Sanos.

Sujeto a privacidad.
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4.1.1.ESTUDIO 2: Aumento de los niveles séricos de citoquinas
relacionadas con las Th17 en pacientes con multiples
polipos coldnicos de origen desconocido

4.1.2.1 Sujetos y recogida de datos

Los pacientes incluidos en el segundo estudio que conforma esta Tesis Doctoral
provienen de dos cohortes diferentes; los casos proceden del proyecto EPIPOLIP
(P108/0726) y los controles sanos se obtuvieron en la unidad de endoscopias del
HGUA de pacientes que se realizaban colonoscopias por sintomas o por un FIT

positivo que mostraron una colonoscopia normal.

El objetivo principal del proyecto EPIPOLIP es la caracterizacidén de las poliposis
colénicas atenuadas. El proyecto EPIPOLIP es un proyecto multicéntrico en que
participan 24 hospitales espafnoles (ANEXO 1). Para este sub-estudio los casos
fueron reclutados de forma prospectiva cuando cumplian los criterios de inclusion
y se obtenia una muestra de sangre y suero en el momento de la inclusién. Los
casos con 10 o mas pdlipos de cualquier histologia (pdlipos adenomatosos o
serrados), encontrados en una o en diferentes exploraciones endoscépicas fueron
anadidos y aquellos casos que presentaron como unico hallazgo menos de 20
pélipos rectales hiperplasicos fueron excluidos del estudio. Pacientes ya
diagnosticados de PAF, SL, enfermedad inflamatoria intestinal y los pacientes con
mutaciones patoldgicas germinales en MUTYH también fueron excluidos.

Las colonoscopias fueron realizadas cuando habia indicacion para ello, en base a
los sintomas, el cribado de CCR, o historia familiar de CCR o de pdlipos. Los

pacientes fueron reclutados prospectivamente durante los afios 2008 y 2009.
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Fueron recogidos datos demograficos relativos a la edad, sexo, IMC, tabaquismo,
presencia de DM, resistencia insulinica (HOMA-IR), PCR vy niveles de
interleucinas inflamatorias (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-17A, IL-23, INF-y y
TNF-a) de un total de 135 individuos. También se recogi6é informacion sobre el
namero, el tamano, la morfologia, la distribucién y la histologia de los poélipos de

colon de los pacientes del proyecto EPIPOLIP.

El estudio fue aprobado por los Comités de Etica de los hospitales participantes, y
todos los datos fueron anonimizados por el centro de origen antes de ser
registrados en una base de datos centralizada. Los pacientes incluidos en el
estudio fueron debidamente informados y de todos ellos se obtuvo el

consentimiento por escrito para participar en el mismo.
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4.1.2.2 Muestras de estudio

En la Serie 1 se incluyeron un total de 83 muestras de suero y sangre de
pacientes del estudio EPIPOLIP de los cuales se analizaron factores de riesgo
como interleucinas inflamatorias, PCR y HOMA-IR (glucosa*insulina/405). En la
Serie 2 se recogid suero y sangre de 52 individuos con colonoscopia normal de la
unidad de endoscopias del HGUA de pacientes que se realizaban una

colonoscopia por sintomatologia y obtenian un resultado negativo (Figura 12).

135 pacientes

Serie 1 (EPIPOLIP) Serie 2 (endoscopias HGUA)
n=83 n=52

| Controles sanos

Poliposis Poliposis serrada SPS n=>52
adenomatosa n=37 n=8
n=46

Figura 12. Casos de poliposis y controles estudiados.
Abreviacién: SPS, sindrome de poliposis serrada

Para la clasificacién de los pacientes con pdélipos, los sujetos fueron clasificados

en funcién de su histologia en:

- Poliposis adenomatosas: si mas de 50% de los pdlipos hallados son
adenomatosos.

- Poliposis serradas: si mas de 50% de los pélipos hallados son serrados.

- SPS: si cumple criterios clinicos de la OMS de sindrome de poliposis

serrada.
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La localizacion de los poélipos se establecié considerando como localizacion
proximal aquellos polipos extirpados en ciego, colon ascendente o colon
transverso; y localizacion distal cuando estaban presentes en colon descendente

(incluyendo angulo esplénico), sigma o recto.

4.1.2.3 Variables de estudio

4.1.2.3.1 Variables clinicas

Las variables clinicas se obtuvieron de las historias clinicas de los pacientes
procedentes del HGUA y de los hospitales de origen de los pacientes incluidos en
la cohorte del proyecto EPIPOLIP.
Se recogieron las siguientes variables:

- Edad al diagnostico (afos) de multiples poélipos (la edad de la primera

colonoscopia con diagnostico de polipos).
- Sexo.
- Variables relacionadas con el estilo de vida: habito tabaquico, IMC,

presencia de DM.

4.1.2.3.2 Variables anatomo-patologicas

Las variables anatomo-patolégicas se obtuvieron de los informes de anatomia
patolégica y de endoscopias. Se registraron las caracteristicas histolégicas de los
polipos hallados en las colonoscopias, asi como la localizacion, la morfologia, el

namero y el tamano.
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4.1.2.3.3 Variables inflamatorias
Las variables inflamatorias analizadas fueron:
- Niveles de PCR.
- Niveles de distintas interleucinas inflamatorias (pro y anti-inflamatorias)
como: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-17A, IL-23, INF-y y TNF-a presentes

en el suero de los participantes.

4.1.2.4 Plan de trabajo

De los pacientes de la cohorte EPIPOLIP se establecieron tres grupos de
pacientes. Por un lado pacientes con diagnostico de poliposis adenomatosa, por
otro lado pacientes con diagndstico de poliposis serradas y por Ultimo pacientes

con SPS.

Primero se realizé un estudio comparativo de los factores ambientales (habito
tabaquico, DM, HOMA-IR e IMC) entre el grupo de pacientes con poliposis y
controles sanos. Tras este analisis se comparé la concentracién de interleucinas
inflamatorias y de la PCR entre ambos grupos para estudiar la implicacién de la

respuesta inflamatoria en la génesis de los po6lipos.

El plan de trabajo general es el siguiente:

1) Seleccién de pacientes y solicitud de las muestras biolégicas: sangre y suero.

2) Estudio comparativo de los factores ambientales.

3) Analisis de la concentracion de las distintas interleucinas y PCR

4) Analisis estadistico.

74



El plan de trabajo detallado es el siguiente:

1) Manejo y mantenimiento de muestras.

a) Las muestras de suero se almacenaron a -80°C.

b) Las muestras de sangre se analizaron directamente tras su extraccion para

obtener los valores de glucosa e insulina en sangre.

2) Estudio comparativo de los factores ambientales (habito tabaquico, DM,

HOMA-IR e IMC) entre el grupo de pacientes con poliposis y controles sanos.

3) Andlisis de la concentracion de las IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-17A, IL-23,
INF-y y TNFa en suero de los pacientes con poliposis multiple de origen
desconocido y controles sanos mediante el ensayo ELISA de alta sensibilidad y

de la PCR mediante el método inmunoturbidimétrico (Roche /Hitachi), Cobas 800.

4) Analisis estadistico de los resultados obtenidos en las dos cohortes vy

blusqueda de diferencias significativas de las interleucinas entre los dos grupos.
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. ESTUDIO 2

4.2.1.1. Procesamiento de las muestras

Las muestras de suero para el analisis de citoquinas inflamatorias de ambos
grupos de estudio se congelaron a -80°C. Por otro lado, se obtuvo una muestra de
sangre en condiciones basales en ayunas, para analizar la glucosa y los niveles

de insulina.

Las muestras de sangre obtenidas, se llevaron al servicio de andlisis clinicos del
HGUA, donde los analizaron mediante un método enzimatico empleando
hexoquinasa (Roche / Hitachi), Cobas 800. Los niveles de insulina en suero, se
determinaron siguiendo el método de deteccion de insulina del hospital (Elecsys®

E170, Roche).

4.2.1.2. Estudio de marcadores inflamatorios
4.2.1.2.1. Analisis de marcadores inflamatorios en suero mediante el ensayo

por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

Las interleucinas (IL)-2, IL-4, IL-6,IL-10, IL-11, IL-17A, IL-23, INF-y y TNF-a fueron
determinadas utilizando kits comercialmente disponibles de ELISA (Figura 17).
Los niveles de las IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-23 y IFN-g fueron determinados
mediante kits de alta sensibilidad de ELISA, siguiendo los protocolos del
fabricante (Abcam, Cambridge, United Kingdom). Los niveles en suero de la IL-
17A se detectaron utilizando un kit ELISA de alta sensibilidad (#BMS2017HS,

eBioscience, Vienna, Austria) y para el TNF-a se utiliz6 otro kit de alta sensibilidad
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(BMS223HS, Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria). Cada pocillo venia
recubierto por un anticuerpo monoclonal especifico para cada interleucina. Las
muestras de estudio y los estandares con conocida concentracién fueron
pipeteados en los pocillos donde se unieron a los anticuerpos monoclonales.
Después se afnadié un anticuerpo biotinilado que se unié a la interleucina
previamente retenida al anticuerpo monoclonal. El siguiente paso fue anadir el
enzima Estreptavidina-HRP, que se unié al anticuerpo biotinilado, se incubd y se
lavé. Tras la incubacion y pasos de lavado se realizaron dos pasos de
amplificacion para conseguir una alta sensibilidad en el ensayo. Finalmente, se
anadio6 el sustrato TMB que actua sobre el enzima HRP e induce una reaccién a
color. La intensidad del color sera directamente proporcional a la concentracién de
la interleucina presente en cada muestra que se medira en el espectrofotémetro a

una longitud de onda de 450nm.

-
. 3
Sustrato TMB

Estreptavidina g’ HrP 4
Biotina e ¥
’ 3

Anticuerpo de deteccion

Proteina
de interés

Anticuerpo
maonaoclanal

Figura 17. Representacion esquematica del funcionamiento del ensayo ELISA

llustracion importada de “J Vis Exp2016; 107: €53508”
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4.3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.3.1. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados generados en el estudio, se llevo a cabo
mediante el paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciences for
Windows, SPSS version 19.0 (SPSS® Statistical software, an IBM Company,

Chicago, IL, USA).

e Estudios descriptivos
En primer lugar se realizé6 un analisis descriptivo de los casos incluidos. Para
describir las variables categéricas cualitativas se utilizaron las frecuencias
relativas en porcentajes. Las variables cuantitativas se representaron en funcion
del resultado obtenido en el andlisis de su distribucion normal mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. De este modo, las variables numéricas con una distribucién
normal (paramétricas) se presentaron como media * desviacién estandar (DE), y
en forma de mediana y percentiles 25 y 75 las variables que no seguian una

distribucién normal (no paramétricas).

e Estudio de asociacion entre variables
Para analizar la asociacién entre las distintas variables cualitativas (categéricas)
se realizé un analisis univariante considerando todas las variables analizadas.
Para ello, se utilizaron tablas de contingencia cuyo valor estadistico se estimé
mediante el test chi cuadrado de Pearson, seguido por la correcciéon de Yates
cuando correspondia, o el test exacto de Fisher en el caso de que la frecuencia

minima esperada fuera menor de 5. Para el analisis de las variables cuantitativas
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con distribucion normal o paramétrica se utilizé el test T-Student, y la prueba U de

Mann-Whitney para las variables no paramétricas.

En el Estudio 2, el analisis univariante se realizd para ver la asociacién entre

distintas interleucinas inflamatorias con la presencia de multiples pélipos de colon.

Se realizd un analisis multivariante en el que se emple6 el método de regresion
logistica. En el Estudio 2, se realiz6 el andlisis multivariante por regresion
logistica para analizar el riesgo de presentar multiples poélipos coldnicos y su
relaciéon con citoquinas inflamatorias. Las citoquinas inflamatorias incluidas en el
analisis multivariante fueron las que previamente salian significativas en el
analisis univariante. El andlisis se realizé ajustado por sexo, DM vy habito

tabaquico.

Los resultados del andlisis se expresaron como Odds Ratios (OR) con su

respectivo intervalo de confianza (IC 95%).

Para el contraste de las hipbtesis planteadas se consideraron como

estadisticamente significativos aquellos valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS
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5.1. ESTUDIO 1: Analisis de compuestos organicos volatiles en
heces de pacientes con cancer colorrectal, adenomas y
controles sanos.

Sujeto a privacidad.

83



5.2 ESTUDIO 2: Aumento de los niveles séricos de citoquinas
relacionadas con las Th17 en pacientes con multiples
polipos coldnicos de origen desconocido

5.2.1. Caracteristicas descriptivas de los pacientes con multiples polipos
coldénicos de origen desconocido y controles sanos

El grupo de estudio incluye 83 pacientes con diagndstico endoscopico de
poliposis atenuada y 52 controles con colonoscopia normal. Las caracteristicas
descriptivas de los casos y controles estan resumidas en la Tabla 13. Incluimos
71 hombres (86%) y 12 mujeres (14%) en el grupo de poliposis y 42 (82%)
hombres y 10 (19%) mujeres en el grupo de controles (p=0.481). Un total de 55
(66%) individuos con poliposis eran fumadores, comparado con 14 (27%)
controles (p=0.001). Ademas, 9 casos (11%) tenian DM y sélo 1 control (2%)
presentaba esta condicion (p=0.048). No se encontraron diferencias en la media
del HOMA-IR entre casos y controles (4.3 + 5.2 vs. 3.2 £ 1.8; p=0.083). No se
encontraron diferencias en la media del IMC entre casos y controles (27.6 = 4.8

vs. 28.7 + 3.7; p=0.255).
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Tabla 13. Caracteristicas descriptivas de los pacientes con multiples poélipos y

controles
Casos (n=83) Controles (n=52) P-valor
Media edad + DE, afos 59.98 £ 13.6 61.24 £ 6.67 0.443
Sexo, % (n)
Hombre 85.5% (71) 81% (42) 0.481
Mujer 14.5% (12) 19% (10)
Fumadores, % (n) 66% (55) 26.5% (14) 0.001*
DM, % (n) 11% (9) 2% (1) 0.048*
Media HOMA-IR £ DE 43152 3.2+1.8 0.083
Media IMC + DE, kg/m? 27.6 +4.8 28.7 £3.7 0.255

* Resultados eran estadisticamente significativos.
Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; HOMA-IR, resistencia a insulina; DE, desviacion estandar.

5.2.2. Marcadores inflamatorios

En el analisis univariante, varios marcadores inflamatorios estaban asociados a la
presencia de multiples polipos de colon. Concentraciones en suero de IL-2 (2.5
pg/mL vs. 0.2 pg/mL; p=0.001), IL-4 (4.2 pg/mL vs. 0.07 pg/mL; p=0.001), IL-6 (3.5
pg/mL vs. 0.5 pg/mL; p=0.001), IL-17A (1.5 pg/mL vs. 0.3 pg/mL; p=0.001), IL-23
(6.4 pg/mL vs. 2.0 pg/mL; p=0.014), y PCR (4.5 mg/L vs. 0.2 mg/L; p=0.001) se
encontraban significativamente incrementadas en pacientes con poliposis
comparado con controles. Ninguno de los otros factores (IL-10, IL-11, TNF-a, IFN-
y) se encontraba relacionado con el desarrollo de poélipos de colon en el estudio

(Tabla 14).
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Tabla 14. Citoquinas y valores de marcadores inflamatorios en casos y controles

Casos (n=83) Controles (n=52) P-valor
IL-17A 1.5+1.4 (0-2) 0.3 £0.9 (0-0) < 0.001*
IL-23 6.4 + 4.9 (2.4-9.4) 2.0 +5.9 (0-2.6) <0.001*
IL-11 8.3 £15.0 (0-7.7) 12.6 £24.4 (0-17.4) 0.441
IL-10 4.3+5.9 (0-7) 4.3+7.7 (1.5-3.0) 0.409
IL-2 2.5 +3.9 (0-4.1) 0.2 +0.9 (0-0) <0.001*
IL-4 4.2 +6.4(0-7.8) 0.07 +0.3 (0-0) <0.001*
IL-6 3.5+5.1(0-5.4) 0.5+ 1.0 (0-0) < 0.001*
PCR 45 +8.3(0-8.4) 0.2 £0.2 (0-0) < 0.001*
TNF-a 0.9 + 3.3 (0-0) 1 +4.6 (0-0) 0.509
IFN-y 1.3 £ 3.6 (0-0) 1.3 £5.6 (0.0) 0.792

* Resultados eran estadisticamente significativos. Usando el test de U-Mann-Whitney.

Todas las citoquinas y niveles de marcadores inflamatorios estan presentados como media + desviacion estandar. Los
rangos intercuartiles estan expresados entre paréntesis. Abreviaciones: PCR, proteina C reactiva; IFN, interferdn; IL,
interleucina; TNF, factor de necrosis tumoral

El andlisis multivariante defini6 una mayor concentracion de los
marcadores inflamatorios (IL-17A, IL-23, IL-6, IL-2, IL-4 y PCR) so6lo en los
pacientes con poliposis multiple tras ajustar por sexo, habito tabaquico e historia
de DM (Tabla 15). Todos los factores previamente asociados al desarrollo de
polipos en el andlisis univariante se identificaron como predictores independientes
en la regresion linear: IL-2 (p<0.001), IL-4 (p<0.001), IL-17A (p<0.001), IL-6

(p<0.001), IL-23 (p=0.001) y PCR (p=0.003).
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Tabla 15. Analisis de regresion linear de marcadores inflamatorios (IL-2, IL-4, IL-6,
IL-17A, IL-23, y PCR) y su asociacion con el grupo caso/control ajustado por sexo,
habito tabaquico y presencia de DM.

Variables en el P-valor Coeficiente Beta Intervalo de confianza
analisis 95%
multivariante

IL-17A Poliposis atenuada < 0.001 1.213 0.693-1.733
Sexo 0.616 0.168 -0.494 2 0.830
Fumar 0.400 -0.214 -0.715a0.288
DM 0.471 0.315 -0.548 a2 1.179

IL-23 Poliposis atenuada 0.001 3.666 1.569-5.764
Sexo 0.850 0.254 -2.410a2.919
Fumar 0.066 -1.916 -3.957 a 0.125
DM 0.517 1.167 -2.393 a 4.727

IL-2 Poliposis atenuada < 0.001 2.529 1.242-3.815
Sexo 0.418 0.668 -0.960 a 2.295
Fumar 0.969 0.025 -1.224 a2 1.273
DM 0.511 0.723 -1.446 a2 2.892

IL-4 Poliposis atenuada < 0.001 4.254 2.260-6.249
Sexo 0.141 1.887 -0.636 a 4.411
Fumar 0.493 0.673 -1.262 a 2.608
DM 0.992 0.017 -3.346 a 3.380

IL-6 Poliposis atenuada < 0.001 3.542 1.877-5.208
Sexo 0.760 -0.333 -2.481a1.816
Fumar 0.236 0.970 -0.642 a 2.582
DM 0.532 0.888 -1.917 a 3.694

PCR Poliposis atenuada 0.003 4.042 1.358-6.725
Sexo 0.803 -0.429 -3.838 a2 3.979
Fumar 0.268 -1.468 -4.079a 1.144

DM 0.489 1.597 -2.957 a 6.151

Abreviaciones: PCR, proteina C reactiva; IL, interleucina; DM, diabetes mellitus.

La relacién entre el fenotipo de multiples pdlipos de colon y citoquinas
relacionadas con-Th17 puede verse en la Figura 30. Los pacientes con poliposis
presentan un incremento significativo de la concentracion de las tres interleucinas
(IL-17A, IL-23 e IL-6) de la via Th17, comparado con la concentracion detectada

en controles sanos.
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Figura 30. Diferencias en la concentracion de suero de interleucinas de la via
Th17 entre casos y controles: IL-17A (1.6 pg/ml vs. 0.3 pg/ml), IL-23 (22.1 pg/ml vs.
17.7 pg/ml) y IL-6 (3.5 pg/ml vs. 0.5 pg/ml).

No se encontrd ninguna correlacion de la IL-17A con la IL-2 o de la IL-4 y
IL-23 con la IL-2. Por lo contrario, la IL-17A y IL-23 mostraron una correlacion

(Rho=0.419; p<0.001).
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5.2.3. Clasificacion y caracteristicas de los poélipos y su relacion con los
marcadores de inflamacion

La poliposis adenomatosa se diagnosticd en 46 (55%) casos y la poliposis serrada

en 37 (45%). Ocho pacientes cumplian el criterio para el SPS. Encontramos una

media de 23 (DE 13) pdlipos por persona y la media de ambos polipos

adenomatosos y serrados por persona fue 9 (DE 12). Un total de 25 pacientes

(30%) mostraron >10 adenomas. Las caracteristicas de los polipos se pueden ver

en la Tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas de los pélipos

Caracteristicas de los poélipos

Media de pélipos/paciente 23
Media de pdlipos = DE
Colon proximal 7.7+8.2
Colon distal 11.7£10.5
Localizacion, %
Colon proximal 40%
Colon distal 60%
Pdlipos adenomatosos
Tipo predominante de pélipos, % (n) 55% (46)
Media de pélipos adenomatosos 9
Pélipos adenomatosos, %
Recto-sigma 29.6%
Préximo a recto-sigma 70.4%
Pacientes con >10 adenomas, % (n) 30.1% (25)

Poélipos serrados

Tipo predominante de pélipos, % (n) 45% (37)
Media de pélipos serrados 9
Pélipos serrados, %
Recto-sigma 50.5%
Proximal a recto-sigma 49.5%
Sindrome de Poliposis Serrada 21.6% (8)
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No se encontraron diferencias en la concentracion de las citoquinas entre la
poliposis adenomatosa y serrada excepto el TNF-a cuya concentracién era cinco
veces mayor en el grupo de poliposis serrada (0.5 vs. 2.7, p=0.010) (Tabla 17).

Tabla 17. Asociacion entre el tipo de poliposis (adenomatoso o serrado) y la

concentracion de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-17A, IL-23, IL-11, IL-10, TNF-a, IFN-y,
CRP).

TIPO DE POLIPOSIS

Adenomatosa Serrada P-valor

IL-17A 1.5+1.5 1.5+0.9 0.879
IL-23 6.1+4.6 7.3 £6.1 0.466
IL-6 34+4.6 4+6.7 0.741
IL-11 8.8+16 6.5+111 0.502
IL-10 3.8+44 6+10 0.409
IL-2 22+32 4+58 0.237
IL-4 3.7+54 6.2 +9.1 0.299
TNF-a 05+1.3 23145 0.010*
IFN-y 1.3+3.7 1.3+3.7 0.954
PCR 43+8 51+9.6 0.768

* Resultados estadisticamente significativos
Todas las citoquinas y marcadores de inflamacién estan presentadas como media + desviacion estandar. Abreviaciones:
PCR, proteina C reactiva; IFN, interferén; IL, interleucina; TNF, tumor necrosis factor.
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6. DISCUSION
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Un programa de cribado poblacional apropiado es la clave para reducir la
incidencia y mortalidad del CCR (203). Estudios demuestran que los programas
de cribado actuales como el FIT, sigmoidoscopia y colonoscopia han disminuido
la mortalidad del CCR (204,205). Sin embargo, el FIT presenta muchos falsos
positivos y negativos, dando lugar a la realizacion de colonoscopias innecesarias
que suponen un gran gasto para la sociedad. Por lo tanto, existe una necesidad
de crear un método de deteccién precoz del CCR no-invasivo y preciso que
maximice la correcta identificacion de pacientes que tengan que hacerse una
colonoscopia y minimice la realizacion de pruebas innecesarias. Por otro lado, los
pacientes con poliposis multiple de origen desconocido siguen siendo "huérfanos
genéticos" (206) hoy en dia porque no presentan una mutacion constitucional
conocida. Por lo tanto la deteccion de biomarcadores para esta condicion también

es necesaria.

Los biomarcadores son sustancias que indican un estado biol6gico. Ambos
estudios de esta tesis doctoral persiguen la busqueda de biomarcadores con un
valor prondstico apropiado para la deteccion de distintas afecciones
gastrointestinales. El primer estudio ha demostrado la utilidad de los COVs
fecales como biomarcadores para neoplasia colbnica, en particular
adenocarcinoma. ElI segundo estudio ha demostrado la asociacion de
interleucinas como la IL-17A, IL-23 y IL-6 con la poliposis multiple de origen

desconocido.

En el segundo estudio, se describe por primera vez el incremento de citoquinas
inflamatorias asociadas a Th17 (IL-17A, IL-23, IL-6) en suero de pacientes con
pélipos colénicos multiples (202). La asociacion se mantiene tras ajustar el

analisis por sexo, habito tabaquico y presencia de DM. En concreto, el resultado
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principal del segundo estudio es que una respuesta inmune mediada por las Th17
y niveles de PCR se encuentran significativamente aumentadas en pacientes con

poélipos coldnicos multiples.

En el segundo estudio de esta tesis doctoral se detecta por primera vez una
asociacién entre interleucinas de las Th17 y la PCR con la presencia de poliposis
multiple. Las poliposis colénicas multiples de origen desconocido son poco
comunes en las colonoscopias de deteccion primaria, pero se encuentran cada
vez mas en individuos con CCR detectado mediante FIT. La relacién entre
inflamacion y neoplasia ha sido conocida durante mucho tiempo y la evidencia
epidemioldgica, farmacoldgica y genética proporciona un sélido respaldo de que
la inflamacion puede aumentar el riesgo de cancer y promover la progresion
tumoral (207). Ademas, diversos estudios han demostrado que las personas con
enfermedad inflamatoria intestinal crénica tienen un mayor riesgo de CCR que las
personas sin dicha afeccion (208,209). Los modelos animales con afecciones
inflamatorias continuas estan predispuestos al desarrollo de CCR (210). Hoy en
dia, generalmente se acepta que hasta el 25% de los tumores malignos humanos
estan relacionados con la inflamacion croénica, incluidas las infecciones virales y

bacterianas (211).

Existen estudios que respaldan la relacion de la PCR con el CCR (109,212,213) y
se ha encontrado una asociacién positiva entre la PCR y la prevalencia de
adenomas grandes. La PCR es un marcador inflamatorio de fase aguda y su
utilidad para identificar las vias inflamatorias es muy limitada. Por el contrario,
diferentes citoquinas asociadas con respuestas inflamatorias especificas pueden
ser de ayuda a este respecto. Varios estudios han demostrado que los adenomas

de colon exhiben una sobreexpresién de IL-23 e IL-17 comparado con el tejido
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adyacente no tumoral (93,94). Ademas, los niveles séricos de IL-17A estan
elevados en pacientes con CCR en comparacion con individuos sanos (96), y el
aumento de IL-6 se ha visto asociado al desarrollo de CCR esporadico y cancer

asociado a colitis (98), y a un mayor riesgo de CCR (97).

En el presente estudio, aunque la PCR también esta elevada, los niveles de
citoquinas IL-6, IL-23 e IL-17 asociados a Th17 se relacionan independientemente
con la existencia de una poliposis atenuada de origen desconocido. Estos
resultados apuntan a la diferenciacion y proliferacion de una respuesta adaptativa
de células Th17 en este fenotipo. De hecho, los niveles incrementados de IL-2,
evaluados como un marcador de activacidén de células T, apoyan esta suposicion.
Sin embargo, y a pesar de los sélidos datos sobre tres citoquinas diferentes de la
via Th17, el disefio del estudio no nos permite evaluar prospectivamente las
células presentadoras de antigeno de los pacientes en cocultivo con células “T
naive” para la caracterizacién funcional y la inmunofenotipificacién. Esta
limitacion, junto con el incremento en los niveles séricos de IL-4, un marcador
indirecto de un perfil Th2, nos impide descartar la diferenciacion de otras vias
inflamatorias y su coexistencia con la cascada Th17. Para respaldar esto, la IL-4
se sobreexpresa en eventos tempranos de desarrollo de CCR, incluidos en
pélipos hiperplasicos, adenoma y adenomas serrados (95), y varios estudios

experimentales indican un efecto pro-tumorigénico de IL-4 en CCR (101-103).

Por otro lado, varios factores ambientales que podrian conducir a un estado
proinflamatorio se han asociado con adenomas colorrectales o cancer. En
pacientes con diabetes tipo 2, los estudios epidemiol6gicos muestran un mayor
riesgo de CCR (214). Otro estudio sugiere que el habito tabaquico promueve el

desarrollo de pdlipos en el colon, especialmente polipos serrados (215). En un
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metaanalisis de 42 estudios, los investigadores encontraron que los fumadores
activos presentan el doble de probabilidades que los no fumadores de desarrollar
polipos en el colon (216). La obesidad también es un factor de riesgo establecido
para la neoplasia colorrectal y se ha postulado que puede promover el desarrollo
del cancer a través de mecanismos relacionados con la inflamacion (217,218).
Los estudios muestran que los pacientes con DM (219) y los fumadores (220,221)
tienen niveles elevados de PCR, y estos factores pueden conjuntamente contribuir
al aumento del riesgo de adenoma. Ademas, datos recientes también sugieren
que la mayoria de estos factores de riesgo ambientales son compartidos por
adenomas y polipos serrados (215). En nuestro estudio, encontramos que el
aumento de las citoquinas proinflamatorias es independiente de la mayor
proporcion de DM y fumadores que se encuentran en nuestra cohorte. Este
hallazgo no descarta una relacién causal entre estos factores ambientales y el
aumento de las citoquinas inflamatorias, pero sugiere que la frecuencia mas alta
de estos factores ambientales no es la Unica explicacion para estos hallazgos.
Nuestros resultados resaltan la necesidad de investigar mas para comprender la
interrelacion entre los factores ambientales, la inflamacién y el desarrollo de
polipos de colon y CCR. También debemos destacar la alta proporcién de
hombres que se encuentran en nuestro grupo de casos con polipos coldnicos
multiples, que pueden estar relacionados con la mayor prevalencia de CCR y
pélipos coldnicos en los hombres, pero también es posible que los hombres se
vean mas afectados por esta desregulacion de citoquinas encontrada en nuestro
estudio. Ademas, nuestros hallazgos pueden generar hipoétesis para futuros

estudios destinados a vincular vias inflamatorias sostenidas con el desarrollo de
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polipos colénicos multiples y abrir la posibilidad de investigar posibles

tratamientos inmunomoduladores para esta afeccion.

En resumen, aparte del papel genético conocido de alrededor del 20% al 30% de
los casos de poliposis atenuada, los factores ambientales pueden desempenfar un
papel en este fenotipo, lo que conduce a respuestas inmunoldgicas e inflamacion
intestinal. Un aumento de la respuesta inmune relacionada con Th17 asociada al
tabaquismo, la DM o el sindrome metabdlico podria contribuir conjuntamente al
aumento del riesgo de desarrollar pdlipos colénicos multiples. Se deben
desarrollar nuevos estudios que tengan como objetivo validar estos resultados en
diferentes cohortes, asi como para definir mejor el papel de la inflamacion y el

efecto de la modulacién de la respuesta inmune en el desarrollo de este fenotipo.

Este estudio también presenta algunas limitaciones. Es importante establecer la
heterogeneidad de los poélipos colénicos multiples, con pacientes con pdélipos
adenomatosos y serrados incluidos indistintamente. Este estudio no pudo definir
si existen diferencias fenotipicas en la activacion de interleucinas. Ademas, no
hemos realizado ningun analisis longitudinal en nuestros pacientes con el objetivo
de apoyar los estimulos continuos de activacién de citoquinas en la génesis del
fenotipo de poliposis atenuada. Sin embargo, nuestros resultados son plausibles
y robustos, con casos que fueron reclutados prospectivamente y controles con
colonoscopia normal confirmada. Ademas, no podemos descartar el papel
potencial de factores genéticos desconocidos en la génesis de este fenotipo, con
posibles mutaciones de la linea germinal aun no encontradas o una posible
predisposicién genética a producir células T que elaboran diferentes patrones de

citoquinas.
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7. CONCLUSIONES
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ESTUDIO 1

Sujeto a privacidad.

ESTUDIO 2

Citoquinas proinflamatorias relacionadas con las Th17 se encuentran
significativamente incrementados en suero de individuos con multiples

pélipos de colon de origen desconocido comparado con controles sanos.

Nuestros hallazgos pueden generar hipétesis para futuros estudios que
tengan como objetivo vincular la diferenciacion de esta respuesta inmune
adaptativa proinflamatoria al desarrollo de poélipos colénicos mdltiples y
abrir la posibilidad de investigar posibles tratamientos inmunomoduladores

para esta afeccion.
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ANEXO I: Participantes en el estudio: Miembros del consorcio EPIPOLIP.
(Grupo de Oncologia Gastrointestinal de la Asociacion Espafiola de
Gastroenterologia)

Hospital General Universitario de Alicante: Rodrigo Jover (local coordinator),
Carla Guarinos, Lucia Pérez-Carbonell, Cristina Sanchez-Fortun, Miriam Juarez,
Eva Hernandez-lllan, Maria Rodriguez-Soler, Cristina Alenda, Artemio Paya,
Cecilia Egoavil, Estefania Rojas, Cristina Mira. Hospital 12 de Octubre, Madrid:
José Carlos Marin (local coordinator), Cristina Alarcén, Pablo Hernan, Bertha de
las Heras; Hospital Clinic, Barcelona: Anna Serradesanferm (local coordinator),
Francesc Balaguer, Teresa Ocana, Maria Pellisé, Leticia Moreira, Miriam
Cuatrecasas, Mireya Jimeno, Maria Loépez-Cer6én, Antoni Castells; Hospital
Clinico Universitario, Zaragoza: Angel Lanas (local coordinator), Angel
Ferrandez , Federico Sopefia, Maria Pilar Roncales; Hospital Cristal-Pinor,
Complexo Hospitalario de Ourense: Joaquin Cubiella (local coordinator), M?
Carmen Penin, Fatima Valentin; Hospital del Mar, Barcelona: Montserrat Andreu
(local coordinator), Xavier Bessa, Cristina Alvarez-Urturi. Hospital Donostia, San
Sebastian: Luis Bujanda (local coordinator) Carol J Cobian, Angel Cosme,
Eduardo El6segui, Marta Herreros-Villanueva, Jose M. Enrique-Navascués,
Elizabeth Hijona, Lander Hijona, Carlos Placer; CHUVI Hospital Meixoeiro, Vigo:
M? Luisa de Castro (local coordinator), Antoni Tardio, Luciano Sanroman, Vicent
Hernandez, Lucia Cid Goémez; Hospital Universitari Muatua de Terrassa:
Fernando Fernandez-Banares (local coordinator), Antonio Salas, Victoria Gonzalo;
Hospital Universitari Arnau de Vilanova, Lleida: Josep M. Refié (local
coordinator), Elena Aguirre; Hospital Universitario de Canarias: Enrique
Quintero (local coordinator), David Nicolas; Hospital Universitari Dr. Josep
Trueta, Girona: Virginia Pifol (local coordinator); Hospital de Bellvitge,
Barcelona: Francisco Rodriguez-Moranta (local coordinator), Lorena Rodriguez-
Alonso; Hospital Universitario Puertade Hierro, Madrid: Alberto Herreros de
Tejada (local coordinator), Paloma Martin, Aurelio Garrido-Botella; Hospital
Universitario Vall d’Hebron, Barcelona: Judith Balmana (local coordinator),
Manuel Ruiz-Echarri; Clinica Universidad de Navarra, Pamplona: Maite Herraiz

(local coordinator), Maite Betes, Cristina Carretero, Pilar Perez-Rojo; Instituto
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Valenciano de Oncologia, Valencia: Fernando Martinez de Juan (local
coordinator), Carmen Martinez-Lapiedra; Hospital Comarcal Bidasoa,
Guipuzcoa: Maria Luisa Rincon-Garmendia (local coordinator), Maria Luisa
Goyeneche-Gracia, Angel Tejada, Jose Maria Arrinda; Hospital Universitario de
la Ribera, Alzira, Valencia: Marco Bustamante (local coordinator); Hospital
Nuestra Senora DeValme, Sevilla: Manuel Romero-Gémez (local coordinator),
Cristina Rodriguez- Alonso; Hospital General Universitario de Elche: Jose Luis
Soto-Martinez (local coordinator), Adela Castillejo, Victor Barbera, Isabel
Castillejo, Maria- Dolores Pic6. Hospital Virgen del Camino, Pamplona: Ana
Guerra (local coordinator), Susana Oquifiena, Rosario Aznarez, Antonio Pueyo,
Marta Montes. Hospital Virgen del Rocio, Sevilla: Angeles Pizarro (local
coordinator), Marta Garz6on-Benavides. Hospital de Basurto, Bilbao: Francisco
Polo-Ortiz (local coordinator).
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I.2. Articulos en revision

Juan Ruiz-Banobre, Roshni Roy, Miren Alustiza; Oscar Murcia; Rodrigo
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Predicting Prognosis in Colorectal Cancers with Mucinous Differentiation.

(En proceso de revisién en la revista Clinical Cancer Research).

Murcia O, Martinez-Roca A, Juarez M, Giner-Calabuig M, Alustiza M, Mira
C, Mangas-Sanjuan C, Serrano E, Ruiz-Gémez FA, Baile-Maxia S, Medina
L, Alenda C, Rodriguez-Soler M, Zapater P, Jover R. Effects of Somatic
Methylation in Colonic Polyps on Risk of Developing Advanced
Metachronous Lesions. (En proceso de revision en la revista Gut).
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e Pic6 MD, Sanchez-Heras AB, Castillejo A, Giner-Calabuig M, Alustiza M,
Sanchez A, Moreira L, Pellise M, Castells A, Llort G, Yagle C, Ramon vy
Cajal T, Gisbert-Beamud A, Cubiella J, Rivas L, Herraiz M, Garau C, Salces
I, Carrillo-Palau M, Bujanda L, Loépez-Fernandez A, Alvarez-Urturi C, Lépez
MJ, Alenda C, Zapater P, Lacueva FJ, Balaguer F, Soto JL, Murcia O,
Jover R. Risk of cancer in family members of patients with Lynch-Like
Syndrome. (En proceso de revisién en la revista Clinical Gastroenterology

and Hepatology).

I1.3. Revisiones bibliograficas

e Alustiza M, Baile P, Canals A, Murcia O, Jover R, Vidal L. Volatile organic
compounds as colorectal cancer biomarkers. (En proceso de revision).

Il.4. Comunicaciones en congresos

XXIl Reunién anual de la Asociacién Espanola de Gastroenterologia (AEG),
Madrid (Espana), marzo 2019

e Péster. Aumento de marcadores inflamatorios en pacientes con mdltiples
polipos coldnicos de origen desconocido. M. Alustiza, M. Giner-Calabuig, E.
Hernandez-lllan, M. Juérez, C. Guarinos, C. Mira, O. Murcia, R. Francés, P.
Giménez, C.Martinez-Cardona, R. Jover, Grupo EPIPOLIP.

Levens Blicke Stiftung Friuherkennung Darmkrebs, Mannheim (Alemania),
diciembre 2018

e Comunicacion oral. Genetic profile of polyps and risk of advanced
metachronous lesions. O. Murcia, M. Juarez, E. Hernandez-lllan, C.
Egoavil, M. Giner-Calabuig, M. Alustiza, M. Rodriguez, C. Guarinds, C.
Alenda, A. Garcia, C. Mangas, JR. Aparicio, FR. Ruiz, J. Martinez, JA.
Casellas, JL. Soto, P. Zapater, R. Jover.
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XXXIlI Congreso de la Sociedad Valenciana de Patologia Digestiva (SVPD),
Valencia (Espaiia), noviembre 2018

e Comunicacién oral. Aumento de marcadores inflamatorios en pacientes con
multiples pdlipos coldnicos de origen desconocido. M. Alustiza, M. Giner-
Calabuig, E. Hernandez-lllan, M. Juarez, C. Guarinos, C. Mira, O. Murcia,
R. Francés, P. Giménez, C.Martinez-Cardona, R. Jover, Grupo EPIPOLIP.

United European Gastroenterology (UEG) week, Viena (Austria), octubre
2018
e Comunicacién oral. Role of inflammatory response, insulin resistance and
environmental factors in non-filiated attenuated polyposis. M. Alustiza, E.
Hernandez-lllan, M. Juarez, M.Giner-Calabuig, C. Guarinos, C. Mira, O.

Murcia, P. Giménez, C. Martinez-Cardona, R. Francés, R. Jover.

XXI Reunion anual de la Asociacion Espanola de Gastroenterologia (AEG),
Madrid (Espaina), marzo 2018

e Pdéster. Papel de la actividad inflamatoria, resistencia insulinica y factores
ambientales en las poliposis atenuadas de origen no filiado. R. Jover, C.
Martinez-Cardona, P. Giménez, R. Francés, O. Murcia, C. Mira, C.
Guarinos, M. Juarez, E. Hernandez-lllan, M. Giner-Calabuig, M. Alustiza.

XXXI Congreso de la Sociedad Valenciana de Patologia Digestiva (SVPD),
Alicante (Espaina), noviembre 2017

e Presentacion oral. Papel de la actividad inflamatoria, resistencia insulinica y
factores ambientales en las poliposis atenuadas de origen no filiado. R.
Jover, C. Martinez-Cardona, P. Giménez, R. Francés, O. Murcia, C. Mira,
C. Guarinos, M. Juérez, E. Hernandez-lllan, M. Giner-Calabuig, M. Alustiza.
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