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RESUMEN

El carcinoma colorectal (CCR) es la tercera neoplasia maligna mas frecuente
a nivel mundial. La mayor esperanza de vida, dietas fundamentadas en carne roja
procesada, el sedentarismo, la patologia inflamatoria crdnica intestinal y la
predisposicion genética contribuyen al desarrollo de mas de 35.000 nuevos casos

anuales en Espana.

La instauracion de programas de cribado poblacional ha permitido incrementar
el nimero de casos diagnosticados de forma precoz en los Ultimos afos. Sin embargo,
el nimero de fallecimientos anuales por esta enfermedad sigue siendo superior a
10.000.

Desde finales del siglo XIX se suceden los trabajos que afirman que en el
cancer en general y en el CCR en particular, ademas de la célula maligna proliferante,
existe una continua interaccion de células y elementos quimicos senalizadores que

constituyen un microambiente tumoral que influye en el desarrollo del mismo.

En la Ultima década se han intensificado los estudios que tratan de definir el
rol de un grupo de células participantes del microambiente tumoral: los fibroblastos
asociados al cancer (CAFs). Estas células de estirpe mesenquimatosa son capaces de
inducir, entre otros, cambios de desdiferenciacion fenotipica en la célula epitelial
proliferante, mecanismos de adaptacion metabdlica de la célula tumoral al medio y
sistemas de modulacién de la respuesta inmune del huésped con el fin de favorecer
el crecimiento local y la expansién a distancia de la tumoracion. Para ello, se sirven
de factores de transcripcion, quimiocinas y otro tipo de proteinas expresadas en su

membrana celular.

Una de esas proteinas expresadas por los CAFs es la Proteina de Activacion
de Fibroblastos a« (FAP). FAP es una proteina transmembrana con actividad
enzimatica dipeptidil peptidasa y endopeptidasa y actividad no catalitica que se
expresa en CAFs de multiples lesiones carcinomatosas, en muchas de las cuales
parece adquirir un valor prondstico negativo. Es el caso del carcinoma renal, en el
que la expresion de FAP en estudios previos realizados por este grupo de trabajo se

ha relacionado, por ejemplo, con una menor supervivencia.



Esta tesis doctoral pretende, por tanto, definir el papel que desempeia FAP
en las diferentes etapas evolutivas del CCR, desde su estado preinvasivo en forma

de adenoma hasta su etapa metastasica final.

Para ello se exponen los resultados y conclusiones obtenidas de la expresion
inmunohistoquimica de FAP en muestras histologicas de mucosa no tumoral de
intestino grueso, pdlipo adenomatoso y CCR de diferentes subtipos histoldgicos
ademas de la cuantificacion de la fraccion soluble de FAP (FAPs) en plasma de
pacientes con CCR. Todo ello se complementa con un analisis de las posibles
interacciones existentes entre FAP y otros marcadores de microambiente tumoral
representados en el programa de transicion epitelio-mesénquima (EMT),

conservacion del fenotipo de célula madre y proliferacion celular.

Este estudio corrobora la expresion positiva de FAP en el estroma tumoral, si
bien esta inmunoexpresion es significativamente mayor en el adenocarcinoma
convencional (AdC) que en otras variantes histoldgicas como son el adenocarcinoma
mucinoso (MuC) y el adenocarcinoma de células en anillo de sello (SrcC). A lo largo
de la secuencia evolutiva se aprecié mayor inmunoexpresion en el tumor primario de
AdC que en las metastasis. Ademas, aquellos pacientes que expresaban en el frente
de infiltracion y en el ganglio linfatico de forma simultanea FAP en CAFs y B-Catenina
en el nucleo de las céluals tumorales parecian mostrar peor prondstico. Se pudo
determinar, asimismo, que los niveles plasmaticos de la FAPs eran inferiores en
pacientes con AdC que en controles sanos y que unos niveles muy bajos se asociaban

con peor supervivencia de los pacientes.

De manera general se puede definir a FAP como una proteina expresada por
CAFs en estadios iniciales de CCR cuya funcidn esta sujeta a la interaccion de otros
elementos del microambiente tumoral. Las diferencias significativas de FAPs entre
pacientes con CCR y controles sanos resultan interesantes de cara a potenciar un rol

de biomarcador en el curso evolutivo de la enfermedad.



ACRONIMOS Y ABREVIATURAS:
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1.Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 INTESTINO GRUESO: ANATOMIA, HISTOLOGIA y FUNCIONES

El intestino grueso es un conducto tubular continuo que, integrado por el
ciego, apéndice vermiforme, colon, recto y conducto anal, constituye la porcion distal
del tubo digestivo (1). Tradicionalmente, el término colon ha sido utilizado para
referirse al conjunto formado por ciego y colon propiamente dicho lo que ha permitido
subdividir anatdmicamente este conducto de 80-110 cm de longitud (2) en los
siguientes segmentos: ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente

y colon sigmoide (Figura 1.1).

Colon transverso

“— Angulo
esplénico

Angulo
hepatico

Colon

Colon descendente

ascendente

Figura 1.1 Ilustracion anatomica del Intestino Grueso desde su origen en la union ileo-célica
hasta el canal anal. Es interesante analizar la posicién de los diferentes segmentos intestinales en base
a su relacion con la superficie serosa peritoneal (colon transverso, colon sigmoide y 1/3 superior de recto
se encuentran completamente englobados por peritoneo; colon ascendente-colon descendente y 1/3
inferior de recto son de localizacion retro e infraperitoneal, respetivamente) a la hora de delimitar los
margenes quirlrgicos mesocoldnico y radial (3).
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Las funciones principales del intestino grueso son la reabsorciéon de agua y
electrdlitos (predominantemente en la mitad proximal) y la eliminacién de los

alimentos no digeridos y desechos (predominantemente en la mitad distal) (4).

Estructuralmente, cuatro son las capas que, al igual que en el resto del tubo
digestivo, conforman la pared del intestino grueso: mucosa, submucosa, muscular

externa y serosa (Figura 1.2).

¢ Mucosa:

Es el estrato que tapiza internamente la pared y que se encuentra, por tanto,
en contacto con la luz intestinal. Delimitada en profundidad por la capa muscular de
la mucosa, esta revestida por células epiteliales cilindricas absortivas vy
mucosecretoras que, junto a células de naturaleza enteroendocrina y células madre,
se distribuyen a lo largo de las invaginaciones mucosas de arquitectura glandular
denominadas Criptas de Lieberkiihn. Este componente epitelial estd sustentado por
una matriz colagena y fibroblastica que aglutina una rica poblacion linfoide e
innumerables capilares sanguineos que desde campos basales se extienden hasta la

superficie epitelial (1).

e Submucosa:

Capa de tejido colagénico en cuyo espesor se disponen vasos sanguineos
nutricios de mayor calibre, vasos linfaticos y un plexo nervioso (Plexo submucoso de
Meissner), que junto al localizado en el espesor muscular es el encargado de regular

la motilidad de la pared intestinal (1).

e Muscular propia:

Formada por una doble capa circular interna y longitudinal externa de haces
de musculatura lisa, su contracciéon es la que permite la mezcla y avance del
contenido intraluminal. En buena parte del intestino grueso la capa longitudinal
externa estd parcialmente condensada en bandeletas prominentes llamadas tenias
(1) que peridodicamente penetran en la capa circular interna para conformar unas
saculaciones de contraccidn independiente llamadas haustras. Entre ambas capas se

dispone el plexo mientérico de Auerbach (5).
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e Serosa:

Fina almohadilla de tejido conectivo y adiposo revestida por una hilera de
células mesoteliales que envuelve de manera discontinua al intestino grueso a lo
largo de su longitud. Andlogo al peritoneo visceral, en aquellas porciones de intestino
grueso adheridas a la pared de la cavidad abdomino-pélvica (colon ascendente, colon
descendente, recto y conducto anal), esta reemplazada por la grasa adventicial. Sirve
de sustento conductor de vasos encaminados a cubrir el aporte sanguineo vy linfatico

de las diferentes capas de la pared intestinal (5).

Submucosa -{ i

Muscular ‘[
externa 1

Serosa

Figura 1.2. Distribucion arquitectural histolégica de los estratos de la pared del intestino grueso
(a) (H&E 4x). Representacion a mayor detalle del estrato mucoso, con distribucién longitudinal de criptas
glandulares, y del estrato submucoso. Ambos estan separados por la capa muscular de la mucosa (») (b
H&E 10x). Imagen histoldgica de la capa muscular propia que engloba filetes nerviosos correspondientes

al plexo mientérico de Auerbach (») (c H&E 10x) (1).

Si bien dos son los tipos de células epiteliales predominantes en la mucosa
del intestino grueso, varios tipos de células se pueden identificar en su espesor
(Figura 1.3):

e Enterocitos:

Son células columnares absortivas especializadas en la absorcidn y transporte

de agua vy electrdlitos desde la luz hasta el torrente circulatorio. Localizadas
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predominantemente en la superficie luminal, su densidad disminuye progresivamente
en el espesor de las criptas intestinales y en segmentos distales del intestino grueso.
Se caracterizan por presentar multiples prolongaciones microvellositarias que dan
forma a un ribete apical que permite aumentar notablemente la superficie de
absorcion. El transporte activo mediante bombas ATPasa de Na+/k+ localizadas en
la membrana plasmatica lateral permite la incorporacidn de agua y sodio a través de
su superficie apical; en consecuencia, el incremento intracelular de osmolaridad
generado propicia el paso de dichas sustancias al tejido conectivo de la Idmina propia

a través de la membrana basal (1) (6).

e Células caliciformes:

Son células productoras y secretoras de material mucoide (sulfomucinas) que
lubrica la mucosa intestinal y facilita asi el paso de material de desecho sélido a
través de la luz intestinal. Con una presencia que se incrementa de manera
progresiva en tramos distales del intestino grueso, se localizan predominantemente
en el espesor de las criptas glandulares desde donde maduran y secretan de forma

continua su contenido hasta alcanzar la superficie epitelial (1).

e Células enteroendocrinas:

Son células secretoras de hormonas que modulan diferentes funciones
gastrointestinales. A pesar de encontrarse en menor cantidad que en otros
segmentos del tubo digestivo, su efecto hormonal es esencial para la motilidad

gastrointestinal (1) (7).

e Células madre:

Son células pluripotenciales agrupadas en las porciones basales de las criptas
glandulares. Su capacidad autorreplicativa es la base de la diferenciacion vy

autorrenovacion del resto de poblaciones celulares descritas anteriormente (7).
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Figura 1.3. Distribucién de los diferentes tipos de células de la mucosa del intestino grueso. Si
bien en todo el espesor de las criptas glandulares predomina la celularidad mucosecretora, células
columnares absortivas se disponen tapizando la porcién mucosa apical. De manera entremezclada pueden
observarse células enteroendocrinas y células madre basales (7).

1.2 CARCINOMA COLORRECTAL:

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA

Se denomina carcinoma colorrectal (CCR) a la neoplasia maligna originada en
el epitelio de la mucosa de colon y recto. Con un total de 1.849.518 nuevos casos al
afio es la tercera neoplasia maligna mas frecuentemente diagnosticada en ambos
sexos a nivel mundial por detrds de los tumores malignos de mama y pulmoén. Es

responsable de un total de 880.792 muertes anuales (9,2% de la mortalidad por
cancer) (8).

Si bien a nivel europeo el CCR es el segundo tumor mas frecuente por detras
del de mama, en Espafia, el CCR ocupa la primera posiciéon (22.744 nuevos casos
anuales registrados en varones y 14.428 en mujeres en el aino 2018).

Ya en 2020 se estima que el numero de fallecimientos por carcinoma de colon
ascienda a 12.865 en Espafia (8) si bien existen a nivel mundial programas
consolidados de cribado de CCR que contribuyen a un cada vez mayor diagndstico de
la lesidon en estadios precoces (9).

En la Comunidad Autonoma del Pais Vasco en el afio 2014 se registré una
incidencia de 1.346 casos en hombres y 814 en mujeres (10).
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Existen dos grandes grupos de factores asociados al desarrollo de carcinoma

colorrectal:

o Factores endégenos o constitucionales:

El incremento del nUmero de casos en personas de edad avanzada convierte
a la edad en el factor de riesgo mas determinante en el desarrollo de carcinoma
colorrectal. La mayor incidencia en hombres que en mujeres se piensa que puede
estar en relacion al microambiente hormonal. La predisposicion genética, asi como la
enfermedad inflamatoria intestinal de larga evolucion parecen tener un impacto

directo en el desarrollo de la enfermedad (9).

o Factores exogenos o ambientales:

Son aspectos relacionados con el estilo de vida. Entre ellos los de mayor
influencia son: obesidad y escasa actividad fisica, alcohol y dietas fundamentadas en
la ingesta de carne roja procesada y grasa animal. Estas dietas de habito occidental
serian las responsables de la producciéon de aminas heterociclicas, incremento en la
excrecion de acidos biliares, liberacion de reactivos oxigenados y elevacion de los

niveles de insulina (9).

Por contra, dietas basadas en alimentos de origen vegetal ricos en fibra, calcio
y vitamina D podrian estar relacionados con sustancias anticarcinogénicas y
antioxidantes. Ademas, se cree que podrian inducir la liberacion de enzimas
detoxificantes y acelerar el transito intestinal que permita un menor tiempo de
contacto de los agentes carcinogénicos con la superficie epitelial (9) (11). También
se ha observado asociacion inversamente proporcional entre el uso prolongado de
antiinflamatorios no esteroideos y tratamiento estrogénico sustitutivo en mujeres
respecto al CCR (11). La exposicion al tabaco también se relaciona con el CCR, si
bien el riesgo relativo es menor en comparacion con otras neoplasias asociadas a su
consumo. Menos frecuentemente se reconocen tratamientos de irradiacion pélvica y

ureterosigmoidostomia como causas potenciales de CCR (12) (9).
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1.2.2 CARCINOGENESIS MOLECULAR:

El desarrollo del CCR es consecuencia de la combinacién de diferentes
acontecimientos moleculares que incluyen alteraciones genéticas y epigenéticas (13).
Dos son los tipos de alteraciones genéticas que inducen el desarrollo de vias

carcinogénicas distintas:

e Via supresora o Inestabilidad cromosdémica:

Ganancias y pérdidas cromosomicas o de parte de ellos estan presentes en el
85% del total de CCR (14) (12). Representan asi la via carcinogénica mas frecuente
en el CCR esporadico. Estas aneuploidias fundamentalmente afectan a los genes
supresores de tumores (APC, p53, DCC, SMAD4,...) encargados de promover a lo
largo del ciclo celular mecanismos de reparacion sobre alteraciones replicativas del
DNA o en su defecto inducir la senescencia de las células afectadas (13). Estas
mutaciones somaticas o adquiridas tienen lugar de forma escalonada y a lo largo de
afos e incluso décadas. En ese espacio de tiempo la mucosa del intestino grueso
sufre una serie de transformaciones histologicas cuyo reflejo endoscopico es la
formacion de una estructura polipoide adenomatosa que desarrollaréd rasgos de
displasia intraepitelial de alto grado hasta alcanzar el espectro carcinomatoso
infiltrante, que es en esencia el CCR (14). Es por ello por lo que al proceso
carcinogénico que aglutina al conjunto de cambios morfoldgicos y moleculares
consecuencia de esta inestabilidad cromosdmica (CIN) se le conoce como Secuencia

Adenoma-Carcinoma (13) (Figura 1.4).

e Via mutadora o Inestabilidad de microsatélites:

Deleciones e inserciones en pequefias secuencias de nucledtidos altamente
repetitivas (microsatélites) en el DNA de las células tumorales propician el
desplazamiento en el marco de lectura del DNA. Existen genes supresores de tumores
encargados de codificar proteinas (Mismatch Repair Proteins o proteinas MMR) cuya
funcion es actuar en la fase S del ciclo celular para corregir desajustes en la longitud
de esas secuencias altamente repetitivas. Por tanto, alteraciones en ambas copias de
dichos genes supresores de tumores impiden la correcta funcionalidad de las
proteinas MMR (MLH1, MSH2, PMS2 y MSH6) y por consiguiente propician el
desajuste en el emparejamiento de ambas hebras de DNA de la célula. Eso conlleva
el desarrollo de mutaciones sin sentido que desembocan en la codificacion de
proteinas truncadas. Se calcula que el 15% de los CCR se debe a la alteracion del
sistema MMR (14) (15).
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Las alteraciones del sistema MMR pueden ser debidas a mutaciones
germinales hereditarias, como ocurre en el Sindrome de Lynch (Carcinoma

Colorrectal Hereditario No Polipdsico) o a mecanismos de silenciacion esporadicos de
dichos genes (14).

En el primero de los casos, que corresponde aproximadamente al 3% del total
de CCR, mutaciones de naturaleza autosémica dominante en los genes codificantes
del sistema MMR precipitan el desarrollo de CCR a partir de un polipo adenomatoso

gue comparte base carcinogénica con los CCR derivados de CIN (13) (14).

En el segundo caso, cambios de metilacion aberrante sobre los dinucledtidos
CpG localizados en regiones promotoras de genes condificantes de las proteinas MMR
silencian su funcidn reparadora sobre las alteraciones acumuladas en las secuencias
de microsatélites (13) (14) (15). Los individuos que adoptan este perfil metilador son
asi mas susceptibles a desarrollar CCR a partir de un pdlipo serrado (Via serrada).
Hoy en dia se concoce ademas que, en los CCR generados a través de esta via, a
diferencia de lo que ocurre en el sindrome de Lynch, es frecuente identificar
mutaciones en el oncogen BRAF (14) (16).

Secuencia Adenoma-Carcinoma |
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Figura 1.4. Ilustracion de los cambios morfologicos y genéticos en la secuencia adenoma-
carcinoma. El pdlipo del intestino grueso representa la primera evidencia histolégica de las alteraciones
genéticas y epigéneticas que acontecen en la carcinogenésis del CCR. Las mutaciones sobre genes
supresores de tumores que interfieren sobre diferentes vias de sefializacion marcan la pauta en aquellos
polipos adenomatosos consecuencia de CIN pero también en algunos casos de Sindrome de Lynch (17).
Estas mutaciones que, se cree que inicialmente acontecen sobre las células madre basales (célula
originaria del CCR), son la base de la displasia intraepitelial de bajo grado, su degeneracién intraepitelial
adenomatosa de alto grado y posterior infiltracién adenocarcinomatosa mucosa que en la mayor parte de

los casos se desarrollard en un espacio de tiempo comprendido entre 10 y 15 afios (18).
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Los tumores desarrollados a partir de la inestabilidad de microsatélites
presentan unas caracteristicas clinicas e histoldgicas distintivas: localizacion
proximal, asociacion con otros CCR sincronicos o metacrénicos, mayor tamafio, peor
diferenciacion tumoral, linfocitosis intraepitelial, patron de crecimiento mucinoso,
bordes expansivos, reaccion linfoide de tipo Crohn-like, DNA diploide, mayor
profundidad de invasion pero diagndstico en estadios precoces y por consiguiente
mejor prondstico (supervivencia a los 5 afios del 74% frente al 54% del resto de

tumores) (19).

1.2.3 DIAGNOSTICO y PRONOSTICO

La mayoria de CCR siguen un curso insidioso y presentan sintomas que
pueden pasar desapercibidos: rectorragia con o sin anemia, dolor abdominal y
cambios en las deposiciones. Los pacientes con enfermedad sistémica pueden
presentar pérdida de peso y sintomatologia relacionada con la disfuncion hepatica.
No obstante, los signos y sintomas varian segun la localizacion del tumor primario.
Los tumores en segmentos proximales pueden sospecharse ante situaciones de
astenia secundaria a anemia ferropénica; neoplasias en hemicolon izquierdo, sin

embargo, tienen mayor riesgo de obstruccion y perforacion (13) (20).

Esta sintomatologia larvada y el hecho de que hasta un 75% de los CCR son
diagnosticados en personas sin mas factores de riesgo que la edad, hacen esencial
el desarrollo de programas estandarizados de cribado en la poblacion. Estos
programas permiten detectar lesiones preinvasivas hasta 2-3 afios antes del
desarrollo de sintomas evidentes de infiltracion neoplasica (12). En la Comunidad
Auténoma del Pais Vasco este programa esta dirigido a la poblacidén de entre 50 y 69
afios por medio de la realizacion de un test bianual de deteccidon de sangre oculta en
heces (21).

El diagndstico de CCR exige la realizacion de colonoscopia con biopsia tumoral.
Tras el estudio radioldgico de extensidon se debe realizar extirpacion quirdrgica
completa de la lesion con margenes laterales amplios (= 5 cm) y linfadenectomia con
la recomendacion de aislar al menos 12 ganglios linfaticos para el estudio histoldgico
de extension tumoral locorregional (22). Tanto la cirugia laparoscopica como la
cirugia laparotomica o abierta han mostrado resultados similares de supervivencia
en colon y recto (12). Criterios de contraindicacion médica, irresecabilidad o

afectacion mas alla de la capa muscular propia en neoplasias rectales deben hacer
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plantear otras estrategias terapéuticas como, por ejemplo, en el Ultimo caso,

tratamiento quimioterapico neoadyuvante (9).

El estudio histopatoldgico de las piezas resecadas ha sido tradicionalmente la
fuente principal de factores prondstico a tener en consideracion. No obstante,
factores clinico-analiticos y cada vez mas frecuentemente moleculares estan
emergiendo con fuerza en los Ultimos afios. Inicialmente planteados por el Colegio
Americano de Patdélogos (CAP), hoy en dia estan globalmente reconocidos y

suficientemente contrastados los siguientes factores:

e Estadio Tumoral (pTNM):

Es el resultado de combinar el grado de infiltracion mural del tumor (pT), la
afectacion glanglionar (pN) y la extension a distancia (pM). Es, sin duda alguna, el
factor prondstico por excelencia del CCR. El riesgo de recurrencia se incrementa
cuanto mayor sea el nUmero de estratos de la pared y el nimero de ganglios linfaticos
afectados por el tumor (22) (Tabla S1).

e Grado Histologico:

La tendencia a reproducir la configuracion arquitectural del tejido sano de
origen del tumor determina el grado histolégico de la neoplasia. En ese sentido,
aquellos CCR que estén conformados en al menos el 50% de su extensidén por
estructuras glandulares seran catalogados como CCR de bajo grado; por contra, un
patréon glandular representado en menos del 50% del tumor sera indicativo de tumor
de alto grado histoldgico (9) (Tabla S2).

e Subtipo Histologico:

Las variantes mucinosa y diferenciacion en anillo de sello, han sido
tradicionalmente consideradas, en comparacion con el Adenocarcinoma
convencional, subtipos histolégicos de peor prondstico (11). Estas variantes
minoritarias se asocian a alteraciones en las proteinas MMR. Pese a que, como se
mencionaba anteriormente, hoy en dia existen autores que exponen argumentos
favorables a un mejor curso evolutivo en estos pacientes (23) (24), existe
controversia acerca de la mayor o menor agresividad de estas variantes histoldgicas
dada su tendencia a desarrollar, por ejemplo, metastasis ganglionares e implantes

peritoneales (9).
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e Estado de los margenes quirargicos laterales y circunferencial

(retroperitoneal o mesentérico):

La afectacion de los margenes quirdrgicos de reseccidon incrementa

significativamente el riesgo de recidiva local y disminuye la supervivencia (22).

e Invasion Linfovascular:

La presencia de imagenes histoldogicas de permeacion de capilares linfaticos
aumenta el riesgo de afectacion ganglionar; de la misma manera, se ha demostrado
el incremento del riesgo de metastasis hepatica en situaciones de invasién venosa

extramural (25).

e Respuesta inflamatoria:

El incremento de linfocitos T CD8+ intratumorales (5 o mas linfocitos en al
menos uno de diez campos de gran aumento) ha arrojado resultados favorables en
cuanto a tiempo libre de enfermedad y supervivencia cancer-especifica se refiere en
pacientes con CCR en estadio III (26). Esto se ha evidenciado en aquellos pacientes
en los que se desarrollan agregados linfoides B foliculares (Reaccidon inflamatoria
Crohn-like), cuya presencia guarda estrecha relacion con casos de CCR en el
Sindrome de Lynch (27).

e Frente de invasion:

Dos son los patrones de crecimiento del tumor. Un patron disecante o
infiltrativo de bordes imprecisos que se abre paso a través de los diferentes niveles
del espesor parietal constituye un factor prondstico negativo independiente, a
diferencia de lo que ocurre cuando el frente de invasidn sigue un crecimiento
expansivo romo en el que el tumor protruye sobre el tejido periférico (9) (28). Sin
embargo, hoy en dia no existe un claro consenso a la hora de evaluar y reproducir

de manera robusta este parametro (28).

1.2.4 TRATAMIENTO

En los CCR en estadio avanzado (III y IV) y en casos de afectacion peritoneal
la combinacion de diferentes agentes quimioterapicos (5-fluorouracilo, leucovorina y
oxaliplatino) ha demostrado un incremento en el tiempo libre de progresién de la

enfermedad (no asi en aquellos casos asociados a deficiencia de MMR, en los que

11
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podria incluso tener un efecto adverso) (9). Asimismo, el tratamiento radioterapico
pre o postoperatorio sobre el carcinoma rectal se ha asociado a un menor riesgo de

recurrencia local incluso con resecciones en bloque rectales éptimas (29).

En los ultimos afios han ganado protagonismo las terapias dirigidas contra
determinadas proteinas implicadas en vias de transmision de sefiales oncogénicas;
entre ellas, las dirigidas contra el receptor EGFR mediante anticuerpos monoclonales
como cetuximab y bevacizumab. En ese sentido cobra especial significancia
pronodstica la determinacion de posibles mutaciones en las diferentes vias de
sefializacion de EGFR (KRAS/NRAS-BRAF y, de manera emergente PI3K-PTEN-AKT)
cuya presencia privaria a los pacientes afectados por CCR en estadio avanzado de

beneficios en su aplicacion (30).

1.2.5 SUBTIPOS HISTOLOGICOS DE CCR
e Adenocarcinoma convencional (AdC):

Es el tipo histoldgico representado en aproximadamente el 75-80% de los
CCR. Suele presentar aspecto macroscopico variable segun desarrolle un crecimiento
exofitico o fungoide, endofitico o ulcerativo y anular o estenosante. La superficie de
corte blanquecina se traduce en una imagen histoldgica de glandulas tortuosas vy
aberrantes, muy préximas unas de otras e incluso fusionadas que se rodean de un
estroma fibroso desmoplasico. La celularidad epitelial proliferante que delimita dichas
glandulas se caracteriza por presentar nucleos hipercromaticos agrandados que se
distribuyen de manera pseudoestratificada con frecuentes figuras mitéticas. De la
misma manera, es habitual que la célula pierda su capacidad mucosecretora, lo que
se traduce en una notable disminucién en la cuantia de vacuolas de mucosecrecién
apical. Es frecuente observar restos de secrecion eosinodfila y detritos celulares que

conforman la llamada necrosis sucia.

e Adenocarcinoma mucinoso (MuC):

Aglutina a aproximadamente al 10% de todos los CCR. Con una superficie de
corte gelatinosa, es el subtipo histoldgico que exige que mas del 50% de la extension
tumoral esté constituida por lagos de mucina extracelular en cuyo espesor se
encuentran inmersos acinos glandulares, fragmentos desflecados o células tumorales
sueltas (con o sin diferenciacion en anillo de sello). Es mas frecuente en pacientes

mujeres de edades mas tempranas con afectacion en hemicolon derecho vy, tal y

12
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como se ha mencionado anteriormente, guarda estrecha relacion con alteraciones en

el sistema de reparacion de microsatélites.

e Adenocarcinoma de células en anillo de sello (SrcC):

Variante adenocarcinomatosa que incluye células con amplio citoplasma
repleto de mucina y nlcleo excéntrico que abarcan mas del 50% de la totalidad de
la celularidad neoplasica representada. Estas células pueden localizarse inmersas en
amplios lagos de moco 0, menos frecuentemente, pueden seguir una distribucion en
sabana difusa con minima mucina extracelular. Es por ello por lo que su aspecto
macroscopico responde a un patréon de apariencia gelatinosa similar a la descrita en
el MuC o a una imagen de linitis plastica. Constituye el 1% del total de CCR y con
una incidencia ligeramente superior en hombres, se calcula que un tercio de los CCR

desarrollados en un contexto de colitis ulcerosa son de este tipo.

e Carcinoma medular:

Tumoracion epitelial de patron organoide/trabecular compuesta por células
epiteliales poligonales de cromatina vesiculosa, nucléolo prominente y amplio
citoplasma eosindfilo entre los que se disponen abundantes linfocitos intraepiteliales.

Guarda estrecha relacion con defectos en el sistema MMR.

e Carcinoma indiferenciado:

Término restringido a aquellas tumoraciones de nidos sdlidos y cordones de
células de estirpe epitelial y pleomorfismo variable con nula o minima (<%5)
diferenciacion glandular. Su alta densidad celular, escasa desmoplasia estromal vy
amplias areas de necrosis son signos de este subtipo histolégico que ha sido
frecuentemente considerado la variante pobremente diferenciada del CCR. Son muy
raros los casos englobados bajo este subtipo; no asi los casos de AdC que, a lo largo

de su extension, incluyen pequenos focos de desdiferenciacion (9) (11) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Imagenes microscopicas de subtipos histolégicos de CCR. a) (H&E 10x)
Adenocarcinoma de tipo intestinal usual representado por estructuras cribiformes aberrantes embebidas
en un estroma fibropldsico. b) (H&E 10x) La presencia de amplios lagos de material mucoide es
caracteristica del Adenocarcinoma mucinoso. De manera disgregada pueden apreciarse fragmentos
glandulares residuales y tiras epiteliales neoplasicas disgregadas. c) (H&E 10x) El subtipo histoldégico
indiferenciado suele estar consitituido por trabeculaciones sélidas con minimas o practicamente
inexistentes luces glanduales remanentes. d) (H&E 10x y H&E 40x) Regueros transmurales disecantes de
células con amplio citoplasma y nucleo excéntrico son el componente principal en el Adenocarcinoma de

células en anillo de sello (11).

1.3 MICROAMBIENTE TUMORAL:

La evolucion de todo proceso tumoral en general y, del CCR en particular, es
la que marca el curso terapéutico a seguir y, en casos que lo requieran, las medidas
preventivas a tomar. Tradicionalmente el protagonismo a la hora de determinar la
mayor o menor agresividad de la neoplasia ha recaido sobre la célula epitelial

proliferante responsable de conformar el grueso de la masa tumoral en el CCR (31).
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Que dos CCR del mismo subtipo histoldgico, grado y estadio puedan requerir de
estrategias terapéuticas diferentes no es sorprendente hoy en dia en la rutina
asistencial diaria al igual que es histolégica y bioldgicamente demostrable la
diversidad de poblaciones celulares epiteliales que pueden formar parte de un mismo
tumor (32) (33). Con intencibn de proporcionar tratamientos adecuados
individualizados a todos y cada uno de los CCR diagnosticados, grandes esfuerzos se
han realizado en definir las propiedades moleculares del CCR que han sido capaces
de descifrar las multiples vias oncogénicas activadoras vy supresoras
desencadenantes de la transformacion maligna de la célula epitelial normal. Pese a
todos esos avances y, si bien buena parte de las terapias farmacoldgicas estan
dirigidas a interferir en las vias de sefializacidon oncogénicas antes descritas, salvo
excepciones, éstas siguen mostrando una eficacia transitoria e incompleta (34). Y es
gue hoy en dia se conoce que en la consecucidon de los ocho mecanismos distintivos
que definen el desarrollo de todo proceso neoplasico (proliferacion mitotica
mantenida en el tiempo, evasion de sistemas supresores de crecimiento, resistencia
a la muerte celular, induccion de la angiogénesis, inmortalidad replicativa, activacion
de la capacidad invasora y metastasica, reprogramacion del metabolismo energético
y evasion de la destruccion inmune) esta también implicado el microambiente celular
y extracelular que engloba al tumor (35). Ejemplo de ello es la publicacion del
Consenso de Subtipos Moleculares de CCR que contribuye no sélo a definir el perfil
mutacional y vias carcinogénicas de la celularidad epitelial proliferante sino que
recoge las evidencias cientificas fundadas décadas antes e implica de forma
consistente al microambiente tumoral en la patogenia, curso evolutivo y, por
consiguiente, tratamiento del CCR (36) (37).

El microambiente tumoral esta constituido por tres elementos fundamentales:
células vasculares angiogénicas, células inflamatorias infiltrantes (IICs) y fibroblastos
asociados al cancer (CAFs) (34). La interaccion de estos tres elementos entre si y la
comunicacion bidereccional con la célula tumoral son la base de un proceso
educacional dinamico mediante el que las células del microambiente tumoral,
genéticamente estables, son capaces de reorientar su habitual funcidn
neutral/antitumoral para adoptar un caracter protumoral esencial en el crecimiento
y progresion de la neoplasia (38) (39). Esta plasticidad del entorno que rodea al
tumor abre la puerta al desarrollo de nuevas terapias oncoldgicas basadas en

reprogramar y modular la funciéon del mismo (38).
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1.3.1 CELULAS VASCULARES ANGIOGENICAS (AVCs)

Células endoteliales, pericitos y plaguetas en asociacion con el Factor Vascular
de la Célula Endotelial (VEGF) y otras vias de activacion como Notch y Tie son las
encargadas de satisfacer los requerimientos vasculares de todo proceso madurativo
fisiologico y reparativo/regenerativo frente a una agresion (incluido un proceso
tumoral) (40).

Blogueantes de estas vias de sefializacion (Bevacizumab en el caso de VEGF
y Notch y, Sorafenib y Sunitinib, en el caso de Tie) son terapias en uso que han
demostrado obstaculizar la neovascularizacion y por tanto limitar el crecimiento de
la masa tumoral (41). No obstante, se cree que el insuficiente aporte vascular de
oxigeno y nutrientes para cubrir la demanda de una masa tumoral en continuo
crecimiento es motivo por el que el tumor selecciona a algunas de sus células (menos
sensibles a terapias antiangiogénicas) para que mediante la secrecion del Factor
Inducible por Hipoxia (HIF-1), sean capaces de reactivar factores de transcripcion
angiogenéticos involucrados en nuevos procesos de migracién, invasion vy
neoangiogénesis. Asi se constituira una red desorganizada de vasos sanguineos de
pared fenestrada (34) (38) (41) (42), que facilitard establecer nuevas colonias

tumorales a distancia (Figura 1.6).

Célula endotelial

Célula no tumoral

Célula tumoral

Célula tumoral resistente a hipoxia

SlSIE) m~

Farmacos antiangiogénicos

Figura 1.6. Comparacion entre vascularizacion fisiolégica de tejido sano y neoproliferacion
angiogénica de tejido tumoral. Células tumorales con mayor capacidad de resistencia a la hipoxia son
capaces de inducir la activacion del factor de transcripcién inducible por hipoxia (HIF-1) que favorece la
migracion e invasién tumoral ademds de intensificar la angiogénesis. Todo ello, pese a que farmacos

antiangiogénicos actian previamente obstaculizando la formacion de nuevos capilares sanguineos (42).
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1.3.2 CELULAS INFLAMATORIAS INFILTRANTES (IICs)

Frente a la tradicional y contrastada creencia de que el sistema inmune es una
herramienta preventiva y supresora de la neoplasia, existen evidencias de que su
interaccidn con la célula tumoral puede también potenciar el cancer (42) (43). Tanto
células tumorales como células estromales peritumorales propician la secrecién de
citocinas activadoras del sistema inmune innato inductoras a su vez de una respuesta
adaptativa encargada de neutralizar y por tanto prevenir el desarrollo del tumor en
el tejido humano (fase de eliminacién). Sin embargo, con el paso del tiempo, estas
mismas células tumorales y su microambiente seran responsables de modular
negativamente dicha respuesta inmune (“immunoediting”) que dara inicio a unalarga
etapa de latencia dindmica capaz de contener, pero no destruir al conjunto de células
tumorales a las que un sistema exhausto de linfocitos T efectores es incapaz de hacer
frente (fase de equilibrio). Finalmente, tras esta fase clinicamente silente, las células
cancerosas seran capaces de suprimir los mecanismos efectores del sistema inmune
para generar asi un marco de autotolerancia en el que poder desarrollarse y proliferar

como masa tumoral en su conjunto (fase de escape) (43) (44) (Figura 1.7).

Fase de Eliminacion IIII# Fase de Equilibrio ||||» Fase de Escape

Figura 1.7. Ilustracion del proceso de inmunomodulacion tumoral. Inicialmente el sistema inmune
innato y adaptativo es capaz de neutralizar y destruir la celularidad tumoral emergente en la regién (fase
de eliminacién). La continua recepcion de estimulos tanto por medio de células presentadoras de antigeno
como por medio de citocinas secretadas por las propias células tumorales es responsable de un estado
prolongado de hiperactivacién linfocitaria que a largo plazo desencadena el agotamiento de la capacidad
de respuesta de dichas células T efectoras. Durante esta etapa, el sistema inmunitario apenas puede
contener la proliferacion tumoral (fase de equilibrio); prueba de dicho agotamiento es la expresidon en la
superficie de algunos LT del receptor PD-1, que en caso de interaccionar con su ligando (PD-L1) dara inicio
a la respuesta negativa que inhabilite la actividad destructora del linfocito. Es precisamente en la fase de
escape cuando la célula tumoral es capaz de interpretar esta situacién exhausta del LT para expresar en
su superficie PD-L1, dejando via libre a poblaciones tumorales para constituir una masa tumoral a nivel

local a la par que facilita su migracién a distancia (43).

17



Andlisis de la Proteina de Activacion de Fibroblastos a (FAP) en el Carcinoma Colorrectal

Atendiendo a los mecanismos de inmunosupresion descritos, son muchos los
recursos volcados en desarrollar terapias encaminadas a atacar a los tumores
tratando de interferir en estos puntos de regulacidn de tolerancia inmunitaria o
Immune Checkpoints. Un ejemplo es el desarrollo de anticuerpos monoclonales como
Ipilimumab (inhibidor del receptor CTLA-4) y Nivolumab y Pembrolizumab
(Inhibidores del receptor PD-1), tratamientos aprobados y en uso para pacientes
diagnosticados de melanoma y carcinoma pulmonar no microcitico en estadios
avanzados (44) (45), cuya aplicacion trata de hacerse extensible a otro tipo de

neoplasias.

1.3.3 FIBROBLASTOS ASOCIADOS AL CANCER (CAFs)

e Concepto de CAFs

Los fibroblastos son células de linaje mesenquimatoso localizadas en el
espesor del tejido conectivo estromal de los diferentes tejidos del organismo. Su
habitual morfologia fusiforme aplanada les permite ser reconocidos en su estado
latente habitual inmersos en una matriz fibrilar conectiva extracelular de cuya
elaboracion son los principales responsables y que sirve de sustento a estructuras

epiteliales, capilares y células inmunitarias (46).

Toda agresion con potencial suficiente para alterar la configuracion habitual
del parénquima de los diferentes 6rganos y sistemas, constituye la base de
estimulacién necesaria para que fibroblastos en estado quiescente sean reclutados
para desempenar las tareas de reconstruccion del medio extracelular. Precisamente,
el tipo de estimulo recibido sera el que ponga en evidencia la versatilidad y module
la alta capacidad de resistencia a situaciones de estrés que tiene este tipo de célula.
Por ejemplo, situaciones de dafio agudo, tales como traumatismos mecanicos o
lesiones inducidas por temperaturas extremas, entre otros, seran las que el
fibroblasto utilice como via de activacion de su capacidad reparadora para que, una
vez finalizado el proceso de cicatrizacion, pueda retornar a su estado basal latente a
la espera de nuevas eventualidades. Por el contrario, procesos lesivos mantenidos
en el tiempo, tales como trastornos metabdlicos, autoinmunes y neoplasias
requeriran un continuo proceso de reparacion basado en la hiperactivacion
fibroblastica que, en el mejor de los casos dara lugar a una reaccion fibrotica
(conocida como fibrosis desmoplasica en el contexto neoplasico) en continua

evolucion, persista o no el estimulo desencadenante presente (47).

18



1.Introduccion

Al conjunto que integra a este heterogéneo grupo de fibroblastos encargados
de remodelar la matriz extracelular y a su vez interaccionar con los restantes
elementos del estroma y la tumoracion en repuesta a un estimulo neoplasico se

denomina Fibroblastos Asociados al Cancer o CAFs (48).

e Origen de CAFs

El origen de los CAFs es muy diverso. La fuente inmediata que nutre a este
conjunto reside en los fibroblastos quiescentes y células madre mesenquimales del
tejido afectado. Fibrocitos procedentes de la médula dsea también son habitualmente
reclutados. Sin embargo uno de los mecanismos mas sorprendentes en los ultimos
tiempos es la capacidad de transdiferenciacion que pericitos y células endoteliales de
los vasos sanguineos e incluso las propias células epiteliales tumorales pueden llegar
a sufrir a través de programas de transicion endotelio/epitelio-mesénquima (a
detallar posteriormente) para adoptar una serie de propiedades genéticas y

fenotipicas que les lleva a actuar como CAFs (46) (48).

El reclutamiento y activacion de fibroblastos es predominantemente
consecuencia de la secrecion de proteinas por parte de las células tumorales. Entre
ellas la mas estudiada es el Factor de Crecimiento Transformante B (TGFB). La unidn
a su receptor de tipo 2 (TGFB-R2) en la superficie del fibroblasto induce el
reclutamiento y fosforilaciéon de TGFB-R1, desencadenante a su vez de la liberacion
de sustancias de accidon paracrina que facilitan la remodelacion de la matriz
extracelular. Otros factores implicados en los mecanismos de activacion de CAFs son:
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento
Fibroblastico basico (bFGF), Interleucina 6 (IL6), derivados fosfolipidicos y proteinas

y fragmentos de RNA neoplasico liberados a través de exosomas (46) (47) (48).

Al margen de los mediadores liberados por las células tumorales, hoy en dia
se conoce que la hipoxia generada en torno al tumor y las especies reactivas de
oxigeno a través de la acumulacion de HIF-1a son estimulo de activacion fibroblastica
(46) (Figura 1.8).

19



Andlisis de la Proteina de Activacion de Fibroblastos a (FAP) en el Carcinoma Colorrectal

Fibroblasto inactivo NAF /CAF J\ V
— ) g >é :\é(
,\ >K

TGF-p
IL-6
bFGF
PDGF

Monocito LPA

celua tumorl @ — ‘?7 @ ~ S{k

T e — Gy —>@& — "

9\

Figura 1.8. Activacion de fibroblastos asociados al cancer (CAFs). La fuente principal de
reclutamiento se sitla en los fibroblastos del tejido sano que interaccionan con las citocinas y factores de
crecimiento secretados por las células tumorales y células del sistema inmune (monocitos y células
dendriticas) vehiculizadas para tratar de contener el inicio de la proliferacion tumoral. Estos fibroblastos
activados asociados al tejido inicialmente sano (NAFs) no cesan en su tarea de reparacién de la matriz
extracelular debido a la continua estimulacién recibida, lo que propicia su transformacién irreversible en
CAFs cuyo rol reparativo inicial adoptard un caracter protumoral que facilite no sélo el crecimiento e
invasion local sino también la migracién a distancia. Fuentes adicionales que enriquecen el medio tumoral
de CAFs son los fibrocitos inmaduros procedentes de la médula 6sea, células epiteliales tumorales y células
endoteliales y pericitos que, en ocasiones, por la hipoxia que caracteriza al medio tumoral sufren procesos
de desdiferenciacion y adopcién de un fenotipo mesenquimatoso a través de los programas de transicion

endotelio/epitelio mesénquima (47).

e Funciones de CAFs

Las funciones que desarrollan los CAFs en el microambiente tumoral son muy
variadas y a buena parte de ellas se les ha atribuido un caracter protumorigénico
(48). Es cierto, que en etapas incipientes de la neoplasia y en el transcurso de la
activacion de los CAFs, son los fibroblastos activados asociados al tejido no neoplasico
(NAFs) los primeros que van a acudir en respuesta a la llamada emitida por las células
tumorales. Tiene sentido pensar, por lo tanto, que las primeras acciones reparativas
a desarrollar por estos NAFs, van a estar encaminadas a acotar y suprimir el
crecimiento tumoral a través de un mero proceso de cicatrizaciéon. No obstante, la
culminacion del proceso de reprogramacion de estos NAFs en CAFs es lo que
provocara el cambio de rol de estos Ultimos que se convertiran en sustento de la

neoplasia a través de los siguientes mecanismos (47) (48):
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- Iniciacién y progresion tumoral:

La sobreexpresion del gen CXCL-12 en CAFs codificante de la citocina analoga
y su interaccion con el receptor CXCR-4 en las células neoplasicas (49), la secrecidon
de Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF) y su influencia con el TGFB (50)
asi como la potenciacion de la via oncogénica C-Met por parte del Factor de
Crecimiento Hepatocitario (HGF) son parte del secretoma de los CAFs encargados de

promover la invasividad del tumor (51).

- Modificacién del metabolismo tumoral:

La via glucolitica aerdbica puesta en marcha por los CAFs para catabolizar los
sustratos tiene como consecuencia la liberacion de lactato y cetonas que sirven de

nutrientes al metabolismo oxidativo mitocondrial de las células neoplasicas (46).

- Estimulacion del fenotipo de células madre cancerosas o "“cancer stem cell-like

plasticity”:

Mediadores inflamatorios y citocinas secretadas por los CAFs (IL-6, PGE2,
HGF,...) activan la via de sefializacion Wnt/BCatenina en las células tumorales, lo que
les permite no soélo exhibir propiedades de células madre sino asegurar su
proliferacion y mantenimiento en tumores como el CCR, predominantemente en el
borde de infiltracién tumoral (52) (53). Existen diferentes marcadores, pero a su vez
con escasa organoespecificidad que pueden ser utilizados para identificar este nicho
de células madre cancerosas (CSC) de cuya proliferacion clonal va a depender la
renovacion y perpertuacion del proceso neoplasico. Por ejemplo, estudios recientes
han demostrado que dos de los marcadores mas frecuentemente expresados en CSC
del CCR son CD44 y CD133 (54). A dia de hoy, la determinacion de ambos
marcadores por separado aporta resultados contradictorios en lo que a valor
predictivo del curso de evolutivo de la neoplasia se refiere; ejemplo de ello es la
disminucion de expresion de CD44 en celularidad neoplasica metastatizada a ganglio
linfatico pericoldnico (55) respecto al tumor primario, lo que da opcion a interpretar
gue CD44 podria tener un papel mas relevante en fases iniciales de la tumorigénesis
y la disminucién de su expresion ser indicativo de mayor riesgo de recurrenciay a la

postre disminucion del tiempo libre de enfermedad (54).

- Modulacion de la respuesta inmune:

La liberacidn de factores pro y antiinflamatorios, citocinas y otros mediadores

qguimicos por parte de los CAFs permite redireccionar la respuesta inmunitaria innata
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y adaptativa hacia unas condiciones ambientales que favorecen la progresion
tumoral. El reclutamiento de monocitos y su posterior diferenciacion en macrofagos
de tipo M2 propicia la progresion tumoral, reparacion tisular, neoangiogénesis y
liberacion de factores inmunosupresivos (IL10, Arginasa, TGFB) inhibidores de la
funcion citotoxica de los LT CD8 (38), de manera similar a como lo hacen los
leucocitos polimorfonucleares neutréfilos y mastocitos asociados a tumor (56). La
actividad de los Linfocitos NK, efectores citotoxicos principales en la respuesta innata,
también puede verse atenuada debido a que TGFB reduce los niveles de secrecion de
Interferdén y (INF y), Granzima B y perforinas. Los efectos que la sobreexpresion de
TGFB tiene sobre el sistema inmune adaptativo tienen como diana fundamental a las
células presentadoras de antigeno que ven disminuida la expresion en sus
membranas de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo 2 vy
moléculas coestimuladoras. A ello hay que sumar la posibilidad de que LT CD4
inmaduros puedan acumularse en areas proximas al tumor para diferenciarse en un
grupo particular de linfocitos T reguladores que promueven la tolerancia hacia las

células tumorales a través de la induccion de TGFB e IL10 (56).

Al margen de mecanismos directores como los descritos anteriormente, no se
debe olvidar que la funcidén de los CAFs que mas llama la atencion visualmente es la
de la remodelacion de la matriz extracelular. Precisamente la rigidez que aporta la
disposicion lineal engrosada de haces de colageno en torno a vasos sanguineos y
tumor convierte a estos Ultimos en islotes de dificil acceso para la celularidad inmune
cuyo posible efecto antitumoral resulta notablemente perjudicado (47) (56). Es por
ello que cada vez es mas frecuente encontrar menciones al aspecto microscépico de
la matriz extracelular que sostiene al tumor, como pueden ser clasificaciones capaces
de hacer distincion entre estromas colagénicos maduros, queloides o intermedios y
mixoides. El acimulo de proteinas como tenascina y fibronectiva para renovar el
medio extracelular tumoral seria el motivo por el que los estromas mixoides serian
mas habituales en tumores mas agresivos con mayor niumero de ganglios linfaticos

afectados, patron de crecimiento infiltrativo e invasion venosa extramural (57).

- Migracion y metastasis tumoral:

Para desprenderse del grueso de la masa tumoral, esquivar los mecanismos
de vigilancia y destruccion inmune y alcanzar el torrente sanguineo/linfatico que le
permita migrar hacia localizaciones distantes, la célula tumoral se sirve de la
interaccion reciproca con los CAFs para desarrollar lo que se conoce como el

Programa de Transicion Epitelio-Mesénquima o EMT (58). Este programa se

22



1.Introduccion

fundamenta en la activacion de multiples vias de sefializacion (TGF-B/Wnt entre
otras) que deriva en la expresion por parte de las células cancerosas de un perfil
fenotipico mixto e incompleto (59) propio de células mesenquimatosas. Las células
neoplasicas que sufren esta desdiferenciacion se caracterizan por disminuir su
expresion de E-cadherina, Claudina, Desmoplakina y Plakoglobina (moléculas por
excelencia de adherencia entre células epiteliales) y, por el contrario, sobreexpresar
factores de transcripcion como B-Catenina, N-Cadherina, SLUG, SNAIL, Twist y a-
SMA (60) (61).

En el punto de partida de este viraje fenotipico podrian interferir otros factores
como la sobreexpresion de ciclina. Este factor de transcripcidon proliferativo ejerceria
de llave fosforilativa de la via PI3K/AKT, trasfondo molecular de la regulacidon

negativa de E-cadherina (62).

La traduccion al campo de la microscopia éptica de este complejo proceso
gue, en esencia, es una herramienta utilizada de manera fisioldgica por el organismo
durante la embriogénesis y también de forma patoldgica como mecanismo reparativo
de cicatrizacion (58) (63), es la presencia de células de habito fibroblastico que se
desprenden de su habitual configuracion epitelial polarizada y cohesiva para adoptar

una morfologia fibroblastoide con emision de prolongaciones citoplasmaticas.

Tanto intra como peritumoralmente es habitual apreciar estas células de
forma suelta o en pequefos agregados solidos de cuatro o menos células que se
disponen de manera independiente del componente glandular. Este hallazgo en los
ultimos afios ha dado pie a acufiar el término histologico de Budding Tumoral. Valores
altos de este parametro estan relacionados con un estadio TNM y grado histologico
alto lo que implica mayor riesgo de permeacion linfovascular y, en definitiva,

diseminacion a distancia (64) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Programa de transiciéon epitelio-mesénquima (EMT). Células tumorales del borde de
infiltracion se sirven de las sefiales enviadas por los CAFs para estimular la produccion de factores de
transcripcion de linaje mesenquimal, disminuir la expresion de proteinas citoesqueléticas interepiteliales
y por consiguiente modificar su aspecto microscopico que les aporta una configuracion fusocelular propia
de fibroblastos del microambiente. Es asi cdmo estas células tumorales lideran el frente de infiltracion
tumoral, ya sea de forma suelta o en pequefios grupos solidos de menos de 5 células (Budding tumoral);
favorecidas por una trama colagénica inmadura fabricada por los CAFs, consiguen esquivar el efecto
citotoxico de las células inmunes y alcanzan el torrente sanguineo para una vez asentadas en localizaciones
distantes poder invertir este programa de desdiferenciaciéon (transicion mesénquima-epitelio o MET) y

desarrollar focos de crecimiento metastasico (58).

La relevancia cada vez mayor de los CAFs en la formacion y sobretodo
evolucion de las neoplasias hace que sea muy atractivo poder identificarlos. Los
marcadores que existen para ello son muchos y variados, sin embargo, poco
especificos. Es por ello por lo que es un reto importante definir qué propiedades
aportan a los CAFs estos marcadores en neoplasias de o6rganos y localizaciones
diferentes. De una manera resumida, los marcadores de CAFs pueden clasificarse en

los siguientes grupos (48) (65):

a) Componentes de matriz extracelular: Colageno I, Colageno II, Fibronectina,
Tenascina y enzimas remodelantes de la matriz extracelular (MEC) como por
ejemplo LOX, MMP y TIMP.

b) Factores de crecimiento y citocinas: TGFB, VEGF, PDGF, EGF, FGF, WNT.

c) Receptores y proteinas asociadas a membrana: PDGF-R, TGFB-R, EGFR, FGFR,
Podoplanina y FAP.

d) Proteinas citoplasmaticas y componentes citoesqueléticos: Desmina, Vimentina,
a-SMA, FSP1 o S100A4.
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De entre todos ellos, el cada vez mayor conocimiento adquirido en las Gltimas
dos décadas de la Proteia de Activacion de Fibroblastos (FAP), los resultados
prometedores proporcionados por algunos miembros de este grupo de trabajo (66)
(67) en el ambito del carcinoma renal y la cada mayor accesibilidad de medios
técnicos en la rutina asistencial hospitalaria diaria nos animan a profundizar en el
papel que pueda desempefiar FAP en el microambiente y, por consiguiente, en la

biologia tumoral del CCR.

1.4 PROTEINA DE ACTIVACION DE FIBROBLASTOS a (FAP)

1.4.1 CONCEPTO

La Proteina de Activacion de Fibroblastos « o FAP es una proteina con
capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos o actividad proteasa cuyo centro catalitico
efector enzimatico incluye un residuo aminoacidico de serina. Por este motivo queda
englobada dentro de la familia de serin proteasas o serin peptidasas (68). Codificada
genéticamente en el cromosoma 223 (69) y compuesta por un total de 760
aminoacidos, atraviesa en varias ocasiones la membrana citoplasmatica celular lo
gue le permite ser estructuralmente catalogada como proteina transmembrana tipo
IT (70) (Figura 1.10).

Figura 1.10. Estructura de FAP. Proteina transmembrana, en la que la mayor parte de los aminoacidos
qgue la conforman integran un dominio hidrolitico (incluye la triada catalitica de serina en conjuncién a los
residuos de aspartato e histidina) expuesto en la vertiente extracelular de la bicapa lipidica. Los 20 y 6

aminoacidos restantes integran el segmento transmembrana y porcion citosoélica, respectivamente (70).
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La expresion de FAP en el organismo estd practicamente limitada a
fibroblastos activos del estroma y células perisinusoidales hepaticas (células Ito o
células hepaticas esteladas) en respuesta a procesos inflamatorios y cicatriciales vy,
en particular, a los CAFs en los que la proteina suele estar sobreexpresada hasta en
un 90% de todas las neoplasias epiteliales malignas (70). Se admite que células
madre mesenquimales procedentes de la médula 6sea en el adulto y, de manera
transitoria, algunos tejidos mesenquimatosos fetales puedan expresar FAP (69). En
los ultimos tiempos hay quien afirma que incluso algunas células tumorales epiteliales

podrian expresar esta proteina (71).

FAP cuenta también con una fraccidon soluble en plasma y, a diferencia de lo
gue ocurre con su expresion en tejido, los escasos estudios desarrollados hasta el
momento apuntan a que su produccion no depende totalmente de los CAFs (72) (73).
Se cree que, de manera fisioldgica, tejidos como el hepatobiliar e incluso el sistema

inmune podrian ser fuentes de produccion de dicha proteina (74).

Cultivos celulares desarrollados en condiciones tumorales e inflamatorias han
demostrado que factores de crecimiento participes de la activacion de CAFs estimulan
igualmente la expresion de FAP en los mismos, entre ellos, factor de necrosis tumoral
a (TNFa) e IL1B. No obstante, el factor de transcripcion cuyo mecanismo de accion
con mas detalle se ha descrito es TGFB producido por las propias células epiteliales

tumorales y movilizado por diferentes elementos de la MEC (71) (75).

1.4.2 FUNCION

La actividad de FAP puede ser de dos tipos.

e Actividad Enzimatica:

Tal y como su naturaleza de peptidasa indica, FAP es capaz de desarrollar una
funcion de degradacion proteica enzimatica ya sea mediante actividad dipeptidil
peptidasa (DPP), ya sea ejerciendo su capacidad de enzima endopeptidasa (70)
(Figura 1.11).
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Figura 1.11. Actividad enzimatica de FAP. La dimerizacién de FAP permite desarrollar la funcién
hidrolitica sobre un aminoacido de prolina, ya sea aplicando su actividad dipeptidil peptidasa en fragmentos
de dos aminoacidos préximos a la region N-terminal o, recurriendo a su actividad endopeptidasa, en zonas
alejadas mas alld de dos aminoacidos desde la region N-terminal siempre y cuando el aminoacido de

prolina esté precedido de un aminoacido de Glycina (70).

Hoy en dia es conocido que la puesta en marcha de su actividad DPP le permite
ejercer de llave reguladora de varios procesos de sefializacion. Por ejemplo, uno de
los sustratos de FAP como es el Neuropéptido Y (NPY) adquiere un rol proangiogénico

una vez catalizado (76).

Mas interesante en lo que respecta al microambiente tumoral es la actividad
endopeptidasa desarrollada por FAP. Y es que la posibilidad de escindir cadenas
peptidicas a nivel de regiones aminoacidicas igualmente marcadas con prolina,
aunque precedidas de glycina, en localizaciones distantes a los extremos peptidicos
y por tanto en regiones proteicas centrales, posibilita que sustratos que abundan en
el estroma peri e intratumoral, como son colageno tipo I y gelatina, puedan ser
hidrolizados (previa catalizacion por metaloproteinasas de tipo colagenasa vy
gelatinasa) en moléculas de menor tamafio. Es asi como se cree que a la postre
integraran una matriz extracelular favorable a la migracion tumoral (76) (77) (Figura
1.12). Aproximaciones a esta labor colagenasa de FAP han sido sustentadas en el
trabajo de Fan y colaboradores en el que FAP parece ser participe de modular,
atenuar e incluso revertir la fibrosis colagénica pulmonar secundaria a la instilacion

de agentes quimioterapicos en roedores (78).
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Figura 1.12. Actividad enzimatica de FAP en la matriz extracelular del microambiente tumoral.
La actividad enzimatica proteolitica de FAP permite al fibroblasto desenmarafar, pero no por ello dejar de
producir una matriz extracelular repleta de haces de coldgeno, fibronectina y acido hialurénico trazada
inicialmente para contener la expansion tumoral. Producto de ello es una matriz desmoplasica inmadura
que promueve la migracion de la célula tumoral a través de fibras colagénicas de menor longitud

orientadas de forma paralela (69).

e Actividad No Enzimatica:

Recientemente existen trabajos que presentan a FAP como una proteina
moduladora de diferentes vias de sefalizacion celular no enzimatica. A esta
conclusion, todavia no del todo aclarada, se llega a partir de estudios en cancer de
mama en los que pese a la supresion de la actividad catalitica de FAP se observan
signos de crecimiento y migracion de las células tumorales a partir de la fosforilacion
de PI3K y AKT (79). Estas ultimas aportaciones vienen a corroborar la sospecha ya
existente afios atras de que FAP y las proteasas en general podrian servirse de
herramientas no cataliticas para complementar su funcién (80). En este sentido
grandes complejos proteicos entre FAP y otras proteinas transmembrana como las
integrinas podrian iniciar la transduccion de sefiales en cadena hacia el interior del
citoplasma celular a través de la modulacion de diferentes vias de sefializacion (75).
Producto de ello es, por ejemplo, la estimulacion de la Proteina Transductora de
Senal-3 (STAT3) que activa en el nucleo celular de los fibroblastos la transcipcion de
la quimiocina CCL12 que promovera, mediante la vehiculizacion sanguinea, el

incremento de células mieloides supresoras en la MEC (81). Precisamente, se habla
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de que estas células mieloides supresoras son las encargadas de excluir a los LT
citotéxicos de las inmediaciones de la tumoracion para asi generar un medio de
inmunosupresidn favorable a la neoplasia (82) (Figura 1.13). La carencia de LT peri
e intratumorales podria ser por tanto un argumento que daria sentido a la ineficacia
de la inmunoterapia en algunos pacientes cuya inmunoexpresion tumoral positiva por

ejemplo para PD-L1 hacia presagiar un futuro esperanzador (83).

® ¥

Monocito Neutrdfilo

Figura 1.13. Ilustracion de la modulaciéon protumoral de FAP sobre el sistema inmunitario. La
activacion de la via JAK-STAT mediante la estimulacion de FAP (complejo FAP-integrina) tiene como
consecuencia la codificacion y posterior liberaciéon al estroma de CCL-2, quimioatrayente de células
mieloides supresoras que bloquean la accién de INFy secretado por las células T y dirigido contra la masa
tumoral (81).

En este sentido es, precisamente, este rol modulador de la proteina el que
invita a estudiar la accion de FAP no como un evento aislado e independiente sino
como un conjunto de interacciones entre FAP y otras proteinas/factores de

transcripcién y genes directores de vias de sefializacion (84) (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Ilustracion de posibles mecanismos de FAP de accion conjunta protumoral. La
combinacion de la actividad enzimatica y sefializadora de FAP permite construir un medio extracelular
favorable para el cremiento y la migracién tumoral. Una matriz colagénica ordenada, la rica trama vascular
en constante edificacion (consecuencia de la hidrdlisis de Neuropeptido Y) y la inaccesibilidad de células
inmunes citotdxicas al entorno son esenciales para que las células tumorales desdiferenciadas puedan

abandonar su localizacion primaria de origen y anidar en zonas distantes (69) (76) (81).

1.4.3 EXPRESION DE FAP EN NEOPLASIAS

La busqueda de nuevas herramientas llamadas a complementar el ya amplio,
pero siempre insuficiente arsenal terapéutico antitumoral ha sido y es, actualmente,
motivo de estudio del papel que desarrolla FAP en las distintas neoplasias. Desde el
descubrimiento de esta proteina a finales de los afios ochenta (70) abundantes
trabajos han permitido establecer las bases fisioldgicas que, en el caso de algunos
tumores como por ejemplo el carcinoma renal de célula clara (67) o el carcinoma de
células escamosas de la cavidad oral (85), han tenido una traduccién patoldgica
solida en cuanto a impacto prondstico desfavorable se refiere. Sobre otros muchos
procesos tumorales solidos, existe una creencia bastante contrastada que igualmente
apoya que la sobreexpresion de FAP puede ser responsable de un mayor riesgo de
metastasis a distancia y por consiguiente de la disminucion del tiempo libre de
enfermedad y supervivencia cancer-especifica. No obstante, existe variabilidad de
significacion entre los resultados aportados por unos grupos de trabajo y otros; vy el
carcinoma colorrectal no es una excepcién (86). En este sentido nuevos proyectos se
han desarrollado en la Ultima década destinados a homogeneizar muestras y criterios

de evaluacidén de parametros a estudio.
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En el caso del carcinoma colorrectal las publicaciones referentes a FAP en la
patogenia, proliferacion y migracion de la célula tumoral no son muchas, pero si son
reflejo del cada vez mayor conocimiento de la misma. Desde los primeros estudios
de Iwasa y colaboradores en los que el fino patrén tintorial de la celularidad tumoral
epitelial (ademas del estroma) en el borde de la masa proliferante dejaba entrever
el papel de FAP en el programa EMT (87), hasta los trabajos mas recientes de
Wikberg y colaboradores en los que se incorpora el concepto de heterogeneidad

intratumoral (88), el efecto protumorigénico de dicha proteina parece consolidado.

El estudio inmunohistoquimico de FAP, que es en esencia el método en el que
basan sus conclusiones los trabajos anteriormente mencionados, ha permitido ubicar
preferentemente su actividad en fases iniciales del carcinoma de colon, tal y como se
deduce de la alta inmunorreactividad en el frente de invasién en tumores
diagnosticados en estadio I (88) (89).

Ademas, las variables evaluadas para hallar una implicacion de biomarcador
oncoldgico asistencial de FAP han sido numerosas, y los resultados de supervivencia
que se han ido aportando con el paso del tiempo no han sido menos. Entre otros, se
menciona la relacion entre mayor expresion de FAP y mayor riesgo de extension
ganglionar linfatica locorregional (87) asi como el prondstico desfavorable de aquellos
pacientes con intensa expresion intratumoral de FAP independientemente del estado

de variables clinicopatoldgicas la inestabilidad de microsatélites (88).

Este tipo de conclusiones sugieren, por tanto, explorar vias integradoras en
las que se determine con mayor precision cual es el papel de FAP en el CCR y ademas
qué actores secundarios podrian interactuar con esta proteina en su objetivo global

de promover un crecimiento local y, sobretodo, a distancia del tumor.

Uno de los aspectos de interés, hasta ahora inexplorado, es conocer la
expresion de esta proteina de activacion de CAFs en las propias metastasis
locorregionales y a distancia. Analizar las diferencias respecto al tumor primario y su
asociacidon con variables prondsticas podria arrojar informacidn relevante sobre estas

células y la expresion de FAP mas alla de los estadios iniciales del CCR.

1.4.4 LA FAP COMO POTENCIAL DIANA TERAPEUTICA

Existen en la actualidad diferentes herramientas terapéuticas capaces de
interaccionar con FAP, algunas ya testadas y de aplicacion clinica comun y, otras, en
fase de experimentacién. Atendiendo a su efecto final se pueden clasificar en
farmacos bloqueadores de la actividad de FAP y farmacos destructores o citotdxicos
de FAP (76).
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La inhibicion o bloqueo de la actividad enzimatica tradicionalmente se ha
considerado el arma mas accesible para tratar de minimizar el efecto del
microambiente tumoral en aquellas neoplasias sdlidas con alto indice de expresion
de FAP. Prueba de ello son el conjunto de ensayos clinicos puestos en marcha que
desembocarian en la comercializacion del agente Val-boroPro (Talabostat) hace unos
afos. Las bases tedricas en las que se fundamentaba su accién anti-DPP y anti-
endopeptidasa hacian augurar unos resultados esperanzadores que no se
correspondieron con la realidad. Y es que ensayos en fase II en pacientes con
carcinoma colorrectal metastasico demostraron minima actividad regresiva sobre la

tumoracion (90).

Dentro del segundo grupo se ubican las prodrogas que son agentes citotoxicos
asociados a una secuencia peptidica especifica reconocible por FAP. La hidrdlisis de
dicha secuencia peptidica desencadena la activacion del agente citotdxico y la
consecuente destruccion de la célula con expresion de FAP. Este tipo de terapias
permite reducir considerablemente los efectos secundarios derivados del efecto
citotéxico en la celularidad no neoplasica. Asi se ha demostrado, por ejemplo, en la
conjugacion de doxorubicina y una secuencia potencialmente hidrolizable por FAP.
En cualquier caso, la busqueda de péptidos especificos de FAP debe continuar puesto
que estas secuencias aminoacidicas son reconocibles por otra serie de

oligopeptidasas propias de tejidos no tumorales (76).

En la actualidad buena parte de la atencidn en la investigacion de FAP recae
sobre el tratamiento inmunoterapico que persigue potenciar el sistema inmune propio
del individuo como mecanismo de destruccion de células estromales. De esta manera
se pretende alcanzar una accidn sinérgica entre los novedosos tratamientos
inmunoterapicos ya existentes dirigidos contra la célula tumoral proliferante y los
emergentes tratamientos inmunoterapicos dirigidos contra elementos del
microambiente tumoral (91). Y es que se cree que complementar los tratamientos
farmacologicos con acciones dirigidas contra células genéticamente mas estables que
las células epiteliales tumorales como son los CAFs puede resultar beneficioso.
Prueba de ello es que la vacunacion con plasmidos recombinantes de FAP en estudios
experimentales en roedores ha conseguido detener el crecimiento tumoral mediante
el incremento del nimero de LT CD8+ en el microambiente tumoral. Partiendo de
esta base, se ha llevado a cabo ensayos en fases I y II que han utilizado anticuerpos
monoclonales humanizados contra FAP en pacientes con CCR avanzado. Estos
ensayos han demostrado minima respuesta clinica asociada por lo que es necesario

continuar con la busqueda de anticuerpos anti-FAP a mas eficientes (91) (92).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es determinar la infuencia de FAP

como marcador oncogénico, evolutivo y prondstico en el Carcinoma colorrectal.

El desarrollo de este trabajo se ha sustentado en los siguientes pilares

especificos:

1. Determinar la participacion de FAP en la secuencia oncogénica adenoma-

carcinoma.

2. Valorar la expresion de FAP en diferentes subtipos histoldgicos de CCR.

3. Definir la influencia de FAP en las diferentes etapas evolutivas del CCR
avanzado, desde su localizacion primaria en la pared del intestino grueso
hasta su extension metastasica sistémica, de forma conjunta a variables

clinico-patoldgicas de valor prondstico reconocido.

4. Analizar el valor predictivo metastasico y de supervivencia de FAP en el CCR
conjuntamente con otros marcadores de EMT (B-catenina), de fenotipo de

células madre (CD44) y de proliferacion celular (Ciclina-D1).

5. Estudiar el valor de la fraccidon soluble de FAP como biomarcador de CCR.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 SELECCION DE CASOS

La muestra objeto de estudio estd compuesta por pacientes diagnosticados de
CCR e intervenidos quirirgicamente en el Hospital Universitario de Basurto (Bilbao)
cuyas muestras histoldgicas embebidas en parafina y plasmas fueron recolectados y
debidamente clasificados por el Biobanco Vasco de Tumores a la par que su
procesamiento en el Servicio de Anatomia Patoldgica (Figura 3.1). La disponibilidad
y manejo de estas muestras se ajusté a los requerimientos establecidos por el
Departamento de Salud del Gobierno Vasco a través del Comité Etico de Investigacidn
Clinica de Euskadi cuyo informe favorable fue aportado por medio de las resoluciones
CEIC 11-51 y CEIC 16-108.
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Figura 3.1. Tallado macroscopico de pieza de CCR (Hemicolectomia derecha). Tras la recepcién
de la pieza en fresco en el Servicio de Anatomia Patoldgica (a) se procede a su apertura (b) y fijacion
formdlica durante 24 horas. Diferentes secciones transversales sobre la tumoracion permiten identificar
las areas con mayor infiltracion macroscépica (c) para su seleccion en capsulas (d), posterior

procesamiento y estudio microscopico final con la tincion de H&E (e).
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Los analisis inmunohistoquimicos se realizaron en lesiones primarias y
metastasis locales y a distancia de una serie de 294 casos de CCR diagnosticados
entre los afios 1997 y 2012. Si bien todos los casos desarrollaron metastasis a
distancia en algln momento de la enfermedad, el debut de la misma se produjo en
diferentes estadios. En este sentido, se realiz6é analizé la evolucion de la enfermedad
neoplasica de manera retrospectiva desde el momento del diagndstico quirlrgico
hasta su fallecimiento debido a la misma. Se aportan parametros clinico-patoldgicos
en Tabla 3.1
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Tabla 3.1. Parametros clinico-patologicos de los pacientes con CCR avanzado seleccionados

para los analisis inmunohistoquimicos.

Parametros clinico-patolégicos n= 294 %
Tiempo de seguimiento (meses) 44 (0-188)
Media de Edad 70 (29-23)
Hombre 203 (69%)
Sexo

Mujer 91 (31%)

Ciego 14 (5%)

Colon Ascendente 43 (14%)

Colon Transverso 14 (5%)

Localizacién

Colon Descendente 20 (7%)
Sigma 103 (35%)
Recto 100 (34%)
Adenocarcinoma convencional 231 (79%)

Subtipo Histoldgico Adenocarcinoma mucinoso 50 (17%)
Adenocarcinoma de células en anillo de sello 13 (4%)

G1 37 (13%)
Grado Histoldgico (G) G2 161 (55%)
G3 95 (32%)

pT1 2 (1%)

pT2 13 (4%)

Invasién local (pT)

pT3 178 (61%)
pT4 101 (34%)

pNO 47 (16%)
Extensién locorregional (pN) pN1 130 (44%)
pN2 117 (40%)
MO 182 (62%)

Metastasis a distancia (M)

M1 112 (38%)

I 7 (2%)

Estadio II 25 (9%)
111 150 (51%)
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v 112 (38%)
Supervivencia > 5 afnos 74 (25%)
. . B " Fallecidos < 5 afios 220 (75%)
Supervivencia Cancer-Especifica
(CSsS) . . o
Supervivencia > 10 afios 21 (7%)
Fallecidos < 10 afios 273 (93%)

Esta serie tiene un seguimiento de 15 afios que ha sido fundamental para la
obtencion de muestra metastasica. La evolucion del conjunto de casos desde su

diagnostico hasta el fallecimiento de todos ellos se representa en Figura 3.2.

CSS seguin grado CSS segun invasion local

@ 5 CSS segtin estadio ] (pT)
g~ g~ g~ P
@ a@ 1. w @ 1.
Y Giade1 YO Y pT1
m~— n 0~ Slagel @ = 0 - pr2
Tm Giade2 G g O Ncagel Tm
c9 N Giade3 £ 9 nosmen €2 -1 pr3
o 9% o Rty g0 -N pr4
20 20 20
za 2z 2 o -
83 28 g8
% - 3 0. 3 0.
o _ o ) » _

Log-rank p= 0,010 Log-rank p < 10+ Log-rank p= 8x10-¢

0.0 0, 0.
T T T T T T T T T T T T | I I T [ T
0 12 24 36 48 60 0 12 24 38 48 60 0 12 24 36 48 60
Tiempo (meses) Tiempo (meses) Tiempo (meses)

5 CSS seguin extension 5 CSS segun extension a
go locorregional (pN) £e distancia (M)
» -c
oy of 1
o~ -1 Avsance 8~ 1 No metastasis
E s 0. 13 eg 0 N Metastesis
o9& o, e 9E ,
29 23" ~
220 2ao T
o0 o9
g o, g%,
» | Log-rank p= 0,005 » 0.0 Logrank p < 10+

[ e S N N R '

0 10 20 30 40 30 60 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figura 3.2. Curvas de Supervivencia Cancer-Especifica de la serie de estudio de CCR avanzado

segun test de Log-Rank.

Sin embargo, no se disponia de muestras sanguineas de los mismos pacientes.
Por ello, para el analisis de la fraccion soluble de la FAP se empled una serie diferente
de muestras plasmaticas de pacientes diagnosticados de CCR (subtipo histoldgico
AdC) entre 2012 y 2014. Esta serie posibilitaria asimismo obtener tejido parafinado
de pdlipo adenomatoso y tumor infiltrante sincrénico en pieza quirdrgica en un total

de 41 pacientes. Sus caracteristicas se detallan en Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la serie para el analisis de la fraccion soluble
de la FAP.

Parametros clinico-patolégicos (n=127) (%)
Tiempo de seguimiento (meses) 50 (3-83)
Media de edad 70 (34-93)
Hombre 92 (72%)
Sexo
Mujer 35 (28%)
G1 6 (5%)
Grado Histoldgico (G) G2 118 (93%)
G3 3 (2%)
pT2 32 (25%)
Invasién local (pT) pT3 85 (67%)
pT4 10 (8%)
pNO 75 (59%)
Extensién locorregional (pN) pN1 41 (32%)
pN2 11 (9%)
MO 123
Metastasis a distancia (M)
M1 4
I 26 (20%)
Estadio II 48 (38%)
I11 49 (39%)
v 4 (3%)
No 110 (87%)
Invasién vascular venosa (V)
Si 17 (13%)
No 103 (81%)
Invasién vascular linfatica (L)
Si 24 (19%)
No 108 (85%)
Invasién perineural (Pn)
Si 19 (15%)
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3.2 EXPRESION PROTEICA

3.2.1 CONSTRUCCION DE TMAs

Se denomina Micromatriz de Tejido o Tissue Microarray (TMA) a la matriz de
parafina que aglutina multiples muestras de uno o varios tejidos que permite aplicar,
valorar y comparar diferentes técnicas histoldgicas de forma estandarizada y

reproducible con un alto rendimiento coste-efectivo (93) (94).

Para el estudio de la secuencia adenoma-carcinoma, fueron seleccionadas
areas que incluian mucosa colorrectal no tumoral, pdlipo adenomatoso vy
adenocarcinoma colorrectal a nivel del frente de invasion en su zona de maxima

infiltracion parietal. Esto fue posible en 42 casos.

Para el analisis de infiltracion local y extension a distancia del CCR, el material
correspondiente a zona central de la tumoracion, borde de maxima invasion,
metastasis en ganglio linfatico locorregional y metastasis hepatica fue seleccionado
en las laminillas histoldgicas de Hematoxilina-Eosina (H&E) para su incorporacion en
los TMAs (Figura 3.3).

En ambos casos, a cada una de las regiones seleccionadas se asocié una
réplica con intencién de validar la correcta aplicacién de las técnicas histoldgicas en
toda la extension de la muestra y valorar posibles situaciones de heterogeneidad

intratumoral.

Il =

Figura 3.3. Ilustracion de la seleccion de areas del tumor primario a incluir en los TMAs. Tras
analizar todas las laminillas representativas de tumor, se procedié a seleccionar la laminilla en la que se
apreciaba mayor invasion parietal para delimitar, a nivel del frente de invasién, la zona de maxima
profundidad tumoral (circulo amarillo). Asimismo, zonas centrales de la tumoracion ricas en celularidad
tumoral fueron delimitadas (circulo verde) para su inclusién en los TMA. En ambos casos se tuvo en cuenta

que los fibroblastos del estroma estuvieran representados en una proporcion equivalente al tumor.
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La construccion de los TMAs se realizd con el sistema Tissue Microarrayer
Model MTA1 que, permitid incorporar cilindros de 1.5 mm de diametro del bloque
donante en el bloque de parafina receptor previamente habilitado para ello.
Finalizada la transferencia de material del bloque donante al bloque receptor y tras
incubacion a 56°C durante 30 minutos para la correcta homogeneizacion de la
parafina y alineacion de los “cores”, se realizaron cortes de 5 um de espesor con el
microtomo para su posterior tincion con H&E y diferentes marcadores

inmunohistoquimicos (93) (Figura 3.4).

Figura 3.4. Ilustracion de la construccion de TMAs. a) Sistema Tissue Microarrayer Model MTA1 del
Biobanco Vasco de Tumores en su sede del Hospital de Basurto. b) Extraccién de cilindro de material
parafinado de bloque receptor que servird para alojar el core extraido del bloque donante. c) Puncién y
corte sobre zona seleccionada del bloque donante. d) Incorporacién del cilindro de tejido parafinado
extraido del bloque donante en la coordenada concreta previamente establecida del bloque receptor. e)
TMA finalizado después de homogenizacién y compactacion de la parafina. f) Corte histolégico de H&E
obtenido a partir del TMA.
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3.2.2 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

La técnica inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica histoquimica que se basa
en la aplicacion de principios inmunoldgicos de reconocimiento antigeno-anticuerpo

como mecanismo de identificacion de diferentes proteinas en células y tejidos (95).

e Procedimiento de tinciéon IHQ:

Tras la desparafinacion y recuperacion antigénica de los cortes histoldgicos se
realizaron las diferentes tinciones IHQ con el sistema Autostainer Link 48 de la casa
comercial DAKO de manera automatizada. Atendiendo a los requerimientos
especificos de los anticuerpos utilizados, el sistema desarrolld los siguientes
procedimientos: bloqueo de la peroxidasa endogena, incubacion con el anticuerpo
primario (e incubacion con el anticuerpo secundario en los casos requeridos),
incubacion con el polimero de visualizacion, adicion del sustrato DAB y tincién con

hematoxilina.

Finalmente, tras deshidratacion con etanol en concentraciones crecientes
(50%/70%/100%) v fijacidon con xileno, a cada una de las laminillas se le coloco el

cubreobjetos para su adecuada visualizacion con el microscopio (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Anticuerpos utilizados en la deteccién proteica mediante IHQ y sus condiciones de

optimizacion protocolaria.

Anticuerpo Ref. Casa comercial Origen Dilucion Tiempo de Incubacién
Anti B-Catenin 760-4242 Ventana Raton Ready to use 20 min
Anti CD44 790-4537 Ventana Conejo  Ready to use 20 min
Anti cyclin-D1 sc-718 Santa Cruz Conejo  Ready to use ON
Anti E-cadherin 790-4497 Ventana Raton Ready to use 20 min
Anti Vimentin 760-2512 Ventana Raton Ready to use 20 min
Anti FAPa Ab53066 Abcam Conejo 1:70 50 min
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e Valoracion de las tinciones IHQ en los TMAs:

Se realizd la lectura de los TMAs por duplicado y de manera independiente.
Atendiendo a las referencias bibliograficas consultadas se optd por un método de
analisis semicuanitativo en los casos de CD44 (54) (55) (96), Ciclina-D1 (97) y E-
cadherina (98). La valoracién de Vimentina (98), B-catenina (99) y FAP (86) (88)
(89) siguid un sistema de valoracidon cualitativo. En aquellos casos en los que se
observd heterogeneidad intratumoral y ante situaciones de variabilidad
intraobservador se optd por computar a efectos estadisticos el scoring de mayor

expresion registrado.

El estudio de FAP siguid un sistema de valoracidon cualitativo en base al cual
aquellos casos que presentaban una expresion inferior al 10% fueron considerados
negativos y el resto positivos (89). Para la valoracidon de B-Catenina se tuvo en
consideracion el patron de marcaje citologico (99). En este sentido se establecié una
distinicion entre los casos de patron de expresion de membrana
citoplasmatica/citoplasma y los casos de expresion nuclear. El estudio de CD44
analizd no sdlo el grado de expresion de la celularidad epitelial proliferante sino
también la expresion por parte de la celularidad estromal no inmunoldgica. Una
valoracién semicuantitativa posibilitd clasificar los diferentes casos segun la cuantia
de células e intensidad de tincion de las mismas en cuatro grupos (0, 1+, 2+, 3+)
(96). Para el analisis estadistico estos cuatro niveles se agruparon en 0-1 (expresion
baja) y 2-3 (expresion alta). A la hora de evaluar la expresion de Ciclina-D1 sobre la
celularidad tumoral se tuvo en cuenta tanto la intensidad de la tincién como el
numero de células tumorales que expresaban dicho marcador en el nlcleo celular.
De esta manera se realizé una estratificacion inicial en cuatro niveles (negativo, débil,
moderado e intenso) que finalmente permitié diferenciar unos casos con una
expresion negativa/débil que quedaria englobada dentro del término expresion baja
y otros con una expresion moderada/intensa que conformarian el grupo de expresion
alta (97). Este registro de los criterios de valoracion IHQ especifico para cada uno de

los marcadores se resume en Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Criterios de valoracion IHQ de los diferentes marcadores utilizados.

Proteina Célula expresada Patron de tinciéon Scoring Scoring agrupado
0
0-1 (bajo)
1+ (Débil)
CD44 Tumoral Membrana
2+ (Moderado)
2-3 (alto)
3+ (Intenso)
0 (Negativo)
0-1 (bajo)
1+ (Débil)
Cyclin-D1 Tumoral Nuclear
2+ (Moderado)
2-3 (alto)
3+ (Intenso)
0 (0%)
E-cadherin Tumoral Membrana 1+ (<60%)
2+ (60-100%)
Membrana/ Negativo (<40%)
Vimentin Tumoral )
citoplasma Positivo (=40%)
Negativo
Membrana/ Negativo +
:l: .
B-catenin Tumoral citoplasma/ Membrana: Membrana/citoplasma
Citoplasmatico
ntcleo Nuclear
Nuclear
0 (<1%)
0-1 (Negativo)
Membrana/ 1+ (1-10%)
FAP a Estromal )
citoplasma 2+ (11-50%)

3+ (>50%)

2-3 (Positivo)
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3.3. ESTUDIO HISTOLOGICO DEL PROGRAMA EMT

Un subgrupo de 60 casos de AdC de la serie de CCR con largo seguimiento
fue seleccionado de manera homogénea acorde al estadio tumoral con intencion de

evaluar el programa EMT en la rutina histoldgica de H&E.

Para ello se realizd un estudio conjunto de los denominados Agregados
Celulares Pobremente Diferenciados o Poorly Differentiated Clusters (PDCs) y las
caracteristicas del estroma colagénico peritumoral, respuesta desmoplasica o

Desmoplastic Reaction (DR).

Se denomina PDC al nido sdélido pobremente diferenciado conformado por =5
células no dependientes de la masa tumoral principal y sin configuracion arquitectural
glandular dispuesto en el frente de infiltracidon tumoral (100) (101). Se trata de un
concepto recientemente acufiado que tiene como objetivo realizar una gradacion
analoga al Budding Tumoral de manera sencilla en la rutina de H&E con la
consecuente mayor reproducibilidad interobservador. Tras analizar todos los cortes
histoldgicos representativos de la tumoracidon y seleccionar aquél con mayor cuantia
de PDC, se realizd un contaje en el campo con mayor densidad de dichos agregados

utilizando el objetivo de 20x (Figura 3.5).

Figura 3.5. Imagen histolégica de Budding tumoral y comparacién con PDC. a) (H&E 10x) Las
células (») que, en pleno programa de EMT constituyen el Budding tumoral, estdn embebidas en un
ambiente fibroso desmoplasico con denso infiltrado inflamatorio acompafiante. Dicho ambiente estromal
y la tendencia a adoptar una morfologia fusiforme de habito fibroblastico dificultan sobremanera la
cuantificacion de estas células. b) (CKAE1AE3 10x) En muchas ocasiones se requiere del estudio de
técnicas de inmunohistoquimica complementarias que resalten su correcta identificacion. c) (H&E 10x)
Con intencién de favorecer un analisis coste-efectivo y con mayor reproducibilidad intersobservador, cada
vez mas frecuentemente existe la tendencia a cuantificar PDC (»), cuya concordancia andloga al estudio

de Budding Tumoral y valor predictivo prondstico han sido aceptados (102).

La respuesta colagénica a la agresion tumoral fue catalogada como madura,
intermedia o inmadura en base a que el estroma perilesional mostrara haces de

colageno hojaldrado, reaccion queloide o aspecto mixoide, respectivamente. En
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aquellos tumores en los que se diferenciaban dos o mas tipos de estroma se optd por

registrar a efectos de clasificacion el tipo de estroma de mayor grado de inmadurez
(31) (Figura 3.6).

Figura 3.6. Imagen histolégica de los diferentes tipos de estroma peritumoral descritos: Maduro
u hojaldrado (a-H&E 10x), queloide (b-H&E 10x) y mixoide (c-H&E 10x) (31).

De la combinacién de ambos parametros (PDC y DR) se elabord un sistema de

categorizacién en tres niveles tal y como se detalla en Tabla 3.5 (31).

Tabla 3.5. Sistema de categorizacion de PDC y DR y la gradacion resultante de la combinacién

de ambos.

PDC Scoring DR Scoring Scoring agrupado

<5 G1 Hojaldrado Maduro G1 + Maduro Categoria A
G1 + Intermedio
G1 + Inmaduro
G2 + Maduro

5-9 G2 Queloide Intermedio G2 + Intermedio Categoria B
G2 + Inmaduro
G3 + Maduro
G3 + Intermedio

>10 G3 Mixoide Inmaduro G3 + Inmaduro Catergoria C
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3.4 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE FAPs EN PLASMA

El método de estudio ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcidon Ligado a Enzimas)
es una técnica que permite cuantificar la presencia de un determinado antigeno en
medio liquido. Para ello se inmoviliza el antigeno a estudio en pocillos de placas de
microtitulacion a las que se afiade un anticuerpo enlazado a una enzima. La unién
del anticuerpo al antigeno activa la enzima, que a su vez es capaz de generar un

producto detectable, en este caso, mediante espectrofotometria (103).

Para la determinacion de los niveles de FAPs en plasma se utilizd el kit de
ensayo para FAPs 27782; IBL. Se incorporaron a 96 pocillos 100 uL de reactivos,
incuyendo muestras de plasma en una dilucién 1/100. La incubacion de los mismos
se prolongd toda la noche a 4°C. Tras el lavado posterior se afiadieron 100 uL de
anticuerpo anti para su inmediata incubacion a 4°C durante 1 hora. Tras el lavado

final y la adicién del cromogeno se midio la absorbancia a 450nm.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico fue llevado a cabo con el programa SPSS 24.0.

Los datos obtenidos de los analisis en el tejido y en el plasma de los pacientes
con CCR fueron primero analizados con el test de Kolmogorov-Smirnov para conocer
si seguian o no una distribucién normal. En base a esta informacion, los posteriores

analisis fueron realizados mediante tests paramétricos o no paramétricos.

Para evaluar la correlacion existente entre la edad y sexo de los pacientes se
utilizaron tests de Pearson y Spearman Rho. El test Chi-cuadrado (x2) se empled
para el analisis cualitativo de la expresion de FAP en la secuencia podlipo-cancer, y en

el CCR en funcion de variables patoldgicas.

Para el analisis de supervivencia se emplearon curvas de Kaplan-Meier y tests
Log-rank. Los grupos para este andlisis se crearon en base a puntos de corte
obtenidos mediante diferentes métodos. Para el analisis de los niveles de FAP en el
plasma se utilizaron Arboles de Decisidn, en concreto el método CRT (Classification
and Regression tree). Para los analisis en el tejido, los puntos de corte se basaron en
la expresion categorica de FAP (negativo frente a positivo) cuando esta se analizé de
forma individual. Para el andlisis combinado con B-catenina, CD44 o Ciclina D1, se
crearon los grupos de este modo: 1) FAP positivo y beta-catenina nuclear frente al

resto de combinaciones posibles entre estos dos marcadores, 2) FAP positivo y CD44
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alta frente al resto, y 3) FAP positivo y Ciclina D1 alta frente al resto.

Por ultimo, se emplearon analisis multivariantes para conocer si la FAP o
alguna de las combinaciones de FAP con otros marcadores es un factor prondstico
independiente para la supervivencia (mediante Regresion de Cox) o para la aparicion
de metastasis a distancia (mediante Regresion Logistica con paso final de Wald hacia

atras
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4. RESULTADOS

4.1 EXPRESION DE FAP EN LA SECUENCIA ADENOMA-CARCINOMA

La expresion de FAP quedd limitada en su totalidad a los fibroblastos del
estroma del CCR vy la tincién admitida como valida fue aquella que combinaba un
patrén citopldsmatico y de membrana. El 68,3% de los casos de CCR analizados fue
clasificado como FAP+, lo que contrastaba con los resultados obtenidos tras la tincién
de secciones de mucosa de intestino grueso no tumoral y pélipo adenomatoso, que

no mostraron inmunoexpresion alguna (p<0,001) (Figura 4.1).

H&E

FAP
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Figura 4.1 Expresion inmunohistoquimica de FAP a lo largo de la secuencia adenoma-
carcinoma. a) (H&E 20x) Secciones histolégicas representativas de mucosa de intestino grueso no
tumoral, pdlipo adenomatoso y CCR. b) Representacién grafica que ilustra que el 68,3% de los CCRs
mostraron expresion positiva de FAP frente al 0% de casos de mucosa no neoplasica y pélipo adenomatoso.
El test de Chi-Cuadrado arrojoé resultados estadisticamente significativos (***p<0,001) tanto en la
secuencia en su conjunto como al analizar por separado las variables mucosas normal y adenoma respecto
a CCR.

4.2. EXPRESION DE FAP EN LOS DIFERENTES SUBTIPOS HISTOLOGICOS DE
CCR

El estudio de la expresion de FAP en los subtipos histoldgicos de CCR se realizd
en las diferentes estaciones evolutivas de la enfermedad; desde su epicentro y frente
de invasion en el intestino grueso hasta su diseminacion a distancia, pasando por la
interfase transitoria de metastasis locorregional en ganglio linfatico perintestinal.
Atendiendo al grueso de casos de CCR de nuestra serie, tres fueron los subtipos
histolégicos sujetos al analisis estadistico: Adenocarcinoma usual (AdC),
Adenocarcinoma mucinoso (MuC) y Adenocarcinoma de células en anillo de sello
(SrcC).

En el tumor primario, a nivel de centro de tumor, el 59,9% de los AdC, el
52,1% de los MuC y el 38,5% de los SrcC arrojaron resultados positivos en los
fibroblastos de la region intratumoral (p>0,05). Estos resultados contrastaban con
los observados en el frente de invasidn, ya que el 67% de los AdC fueron positivos
respecto al 37,5% y 32,1% de los MuC y SrcC, respectivamente (p<0,001).

A nivel de metdastasis en ganglio linfatico locorregional y metastasis hepatica
a distancia, llama la atencidn las diferencias entre AdC y MuC, donde mas de un
tercio fueron positivas para FAP, mientras en los SrcC las metastasis practicamente

dejaron de expresar esta proteina (p<0,05) (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Expresion inmunohistoquimica de FAP en los subtipos histolégicos AdC, MuC y SrcC

en las localizaciones de centro de tumor, borde de infiltracion, metastasis en ganglio linfatico

locorregional y metastasis hepatica a distancia. a) (H&E 20x) Secciones histoldgicas representativas

de mucosa de AdC, MuC y SrcC en borde de infiltracién tumoral. b) Representacién grafica que ilustra la

distribucidon de casos FAP+ y FAP - atendiendo a los tres subtipos histoldgicos mas representativos de la

serie segun el test de Chi-Cuadrado (*p<0,05).
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Debido a las diferencias histologicas existentes entre los tres subtipos y a las
diferencias estadisticas observadas en la expresion de FAP, el resto de resultados
que se presentan se corresponden a los observados en el AdC, que es el subtipo

histoldgico mas frecuente (casi el 80% en nuestra serie).

4.3 EXPRESION DE FAP EN LA SECUENCIA TUMOR PRIMARIO-METASTASIS
Y SU ASOCIACION CON PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS DE CCR.

Con el objetivo de evitar posibles sesgos por edad o sexo de los pacientes,
hicimos analisis de correlacion entre ambas variables y expresion de FAP en los
tumores. No se observo ninguna correlacion significativa (Spearman Rho, p>0.05 en

ambos casos).

4.3.1 Analisis de FAP en la secuencia tumor primario-metastasis.

Tanto el centro de la tumoracién primaria como su frente de infiltracion
mostraron resultados similares de expresion de FAP en el AdC. Con una
inmunoexpresion del 59,9% en el centro y 67% en el borde, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) (Figura 4.3).

Tampoco se observaron diferencias significativas entre las metastasis

locorregionales (35,2%) y las metastasis a distancia (36,6%).

Sin embargo, el salto cuantitativo importante se identificé entre la expresion
de FAP a nivel del tumor primario y el tejido metastasico, ya fuera locorregional o a
distancia. La significacion estadistica (p<0,001) manifestada por separado de centro
y borde de tumor primario para con sus metastasis en ganglio linfatico e higado, asi

lo demuestra (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Expresion inmunohistoquimica de FAP en las diferentes estaciones evolutivas del
AdC. a) (H&E 20x) Secciones histoldgicas representativas de mucosa de AdC en centro, borde de
infiltracion tumoral, metastasis locorregional y metastasis a distancia. b) Representacion grafica que

ilustra la distribucion de casos FAP+ y FAP- en base a la localizacién del tejido estudiado segun el test de
Chi-Cuadrado (***p<0.001).
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4.3.2 Expresion de FAP y su asociacion con variables clinicas y patoloégicas.

FAP y Grado Histolégico

La estratificacion en los grados histoldgicos I, II y III Unicamente aportd
resultados estadisticamente significativos en el frente de infiltracion tumoral
(p<0,01). Igualmente se realizo6 el test de Chi-Cuadrado en base a la actual tendencia
a agrupar los CCR en bajo grado (G1 y G2) y alto grado (G3). Una vez mas, con un
63,9% de positividad en los casos con bajo grado histolégico y un 84,8% en los de
alto grado se obtuvieron resultados estadisticamente significativos a nivel del frente
de infiltracion (p<0,05) (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Expresion inmunohistoquimica de FAP segin grado histoldgico. Representacion grafica
que ilustra la distribucién de casos FAP+ y FAP- agrupados en bajo grado (G1 y G2) y alto grado (G3)
histolégico en base a la localizacion del tejido estudiado segun el test de Chi-Cuadrado. Sélo se observaron

resultados estadisticamente significativos a nivel del borde de infiltracién del tumor primario (*p<0,05).
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FAP e Invasion Local (pT)

Al tratarse de una serie de tumores avanzados, se agruparon los pocos casos
con niveles de invasion submucosa (pT1) y de invasiéon muscular propia (pT2) en un
Unico grupo (pT1-pT2), y se compararon con los AdC que invadieron subserosa o
grasa adventicial (pT3) y peritoneo visceral (pT4) (Figura 4.5).

Los resultados mostraron un aumento progresivo de la expresion de FAP en
el centro del tumor en los tres niveles (31%, 56% y 75%, respectivamente)
(p<0,01). Por el contrario, no se apreciaron estas diferencias al realizar la misma
comparacion en el borde del tumor primario.

Cabe destacar que en los tumores pT1-pT2, observamos una diferencia
importante en la expresion de FAP entre el centro (30.8% positivo) y el borde (69.2%
positivo), aunque esta no alcanzé significacion estadistica (p=0.05), probablemente

debido a los pocos casos analizados.

En las mestastasis en ganglio linfatico se observd una tendencia interesante.
La expresion de FAP fue negativa cuando estas metastasis locales provenian de
tumores primarios diagnosticados en estadios de invasion local bajos (pT1-pT2), y
fue positiva en un tercio de los casos en las que provenian de tumores pT3 y pT4.
Aunque la tendencia parece clara, esta no alcanzoé significacion estadistica (pT1-pT2
vs pT3, p=0.09; pT1-pT2 vs pT4, p=0.1). En las metastasis a distancia no se
observaron cambios significativos (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Expresion inmunohistoquimica de FAP segun invasion local (pT). Representaciéon
grafica que ilustra la distribucién de casos FAP+ y FAP- segun el nivel de infiltracion mural (pT1-pT2, pT3
y pT4) en base a la localizacién del tejido estudiado segun el test de Chi-Cuadrado. Sélo se observaron

resultados estadisticamente significativos a nivel de centro del tumor primario (**p<0,01).
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FAP y Metastasis Ganglionar Locorregional (pN)

La expresion de FAP en los tumores primarios y en las metastasis no se asocid

a la presencia de invasion de ganglios linfaticos en el momento del diagndstico
(p>0.05) (Figura 4.6).
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inmunohistoquimica de FAP segun invasiéon locorregional (pN).

Representacion grafica que ilustra la distribucion de casos FAP+ y FAP- agrupados segun numero de

ganglios linfaticos perintestinales afectados (pN) en base a la localizacién del tejido estudiado segun el

test de Chi-Cuadrado. Como es de esperar no existe tumoracién ganglionar a estudio en aquellos casos

qgue en el momento del diagnéstico no presentaban metdstasis locorregional de AdC (pNO).

55



Andlisis de la Proteina de Activacion de Fibroblastos a (FAP) en el Carcinoma Colorrectal

FAP y Metastasis a Distancia (M)

La expresion de FAP en los tumores primarios y en las metastasis no se asocid
a la presencia de metastasis sistémica hepatica (p>0.05) (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Expresion inmunohistoquimica de FAP segin metastasis a distancia (M).
Representacion grafica que ilustra la distribucion de casos FAP+ y FAP- agrupados en base a si los

pacientes presentaron o no metastasis hepatica en el momento del diagndstico atendiendo a la localizacién
del tejido estudiado segun el test de Chi-Cuadrado.
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FAP y Estadio Tumoral

La inmunoexpresion de FAP atendiendo a su estadio limitado a pared intestinal
(0-I-II), extension a ganglios linfaticos perintestinales (III) o metastasis a distancia
(IV) en el momento del diagndstico aportd una tendencia creciente a nivel de centro
y borde de la tumoracion, mas acentuada entre los casos de AdC estadios 0-I-II y

III; sin embargo, ésta no resultd estadisticamente significativa (p>0,05) (Figura
4.8).

Centro Frente de Infiltracion
100% 100%
8% 8%
Q. Q.
< <
w w
c 606 ) c 60%
© ONegativo p O Negativo
0 0
g adk% M Positivo § 4% W Positivo
=3 X
w w
20% 20%
0% 0%
0-I-I 111 v 0-I-I 11 v
n=24 n=109 n=94 n=24 n=107 n=93
Metastasis locorregional Metastasis a distancia
100% 100%
8% 8%
Q. a.
s &
c 60% o 60%
0 O Negativo pel O Negativo
n "
g ac% W Positivo £ am W Positivo
X >3
w w
20% 20%
0% — — — 0% - — R —
111 v 0-I-I 341 v
n=97 n=79 n=13 n=23 n=57

Figura 4.8 Expresion inmunohistoquimica de FAP segiin estadio. Representacion grafica que ilustra
la distribucion de casos FAP+ y FAP- agrupados por estadificacion neoplasica en el momento del
diagnéstico atendiendo a la localizacién del tejido estudiado segun el test de Chi-Cuadrado.
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FAP y Supervivencia Cancer-Especifica (CSS)

Con intencion de definir el papel que puede desempenar FAP en la
supervivencia cancer-especifica (Cancer-specific survival o CSS) de los pacientes
afectados por AdC a los 5 y 10 afios desde el momento del diagndstico, se aplicé el
test Log-Rank atendiendo a los resultados de expresion de FAP en borde y centro de
la tumoracion primaria, metastasis locorregional y metastasis a distancia. En ninguna
de las cuatro fases evolutivas del tumor se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Supervivencia cancer-especifica de los pacientes afectados por Adc segln
inmunoexpresion de FAP. El test Log-Rank establecié que FAP no permite predecir la supervivencia a

los 60 y 120 meses desde el momento del diagnostico

Localizacion Seguimiento Log-Rank (p=)
5 afos 0,708
Centro
10 afos 0,938
5 afos 0,464
Borde
10 afos 0,318
. . 5 afios 0,861
Metastasis
locorregional -
10 afos 0,883
5 afos 0,489
Metastasis a distancia
10 afos 0,455
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FAP y Supervivencia Libre de Enfermedad (DFS)

Todos los pacientes, una vez desarrollada la intervencion quirlrgica e
independientemente del estadio de la enfermedad en el momento del diagndstico,
iniciaron un periodo de tiempo libre de enfermedad (Disease-free survival o DFS)
clinica, radioldgica y patoldgica que se prolongo hasta su recaida en forma de recidiva
local en la pared intestinal o metastasis hepatica a distancia. Una vez mas el test
Log-Rank no puso de manifiesto diferencias estadisticamente significativas a los 5 y

10 anos hasta la recaida de la neoplasia (p>0,05) (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Supervivencia libre de enfermedad de los pacientes afectados por AdC segln
inmunoexpresion de FAP. El test Log-Rank establecié que FAP no permite predecir el tiempo libre de
enfermedad a los 60 y 120 meses desde el momento de la extirpacion quirdrgica de la enfermedad
atendiendo a su inmunoexpresion en centro, borde, metastasis en ganglio linfatico y metdstasis a

distancia.

Localizacion Seguimiento Log-Rank (p=)
5 afos 0,915
Centro
10 afos 0,928
5 afos 0,722
Borde
10 afos 0,708
B . 5 afos 0,254
Metastasis
locorregional -
10 afos 0,223
5 afos 0,558
Metastasis a distancia
10 afos 0,668
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4.3.3 Estudio del programa EMT en el AdC

La posible influencia del programa EMT en el CCR se evalu6 atendiendo a los
dos rasgos histoldgicos (PDC y DR) que definen dicho programa en el subgrupo de
60 casos de Adc. Ademas de tomar como referencia el estadio tumoral, dos
parametros esenciales que definen la agresividad de la neoplasia en la interfase
tumor-estroma peritumoral del huésped, como son el grado histoldgico y la invasion
local (pT), sirvieron para estratificar los resultados obtenidos. Asimismo, se analizd
la relacion de PDC/FAP y DR/FAP en el borde de infiltracion.

PDC vy DR sequn Estadio

El contaje de PDCs sigui®6 una tendencia creciente, aunque no
estadisticamente significativa (p=0,104) a medida que se incrementaba el estadio.
En este sentido resultaba mas frecuente contabilizar mayor nimero de islotes
celulares pobremente diferenciados en AdC que debutaban con metastasis a
distancia, respecto a aquellos casos limitados a pared intestinal o localmente

avanzados.

Algo diferente resulto la distribucion de los tres tipos de estroma peritumoral
descritos. Las diferencias estadisticamente significativas observadas en su conjunto
pudieron atribuirse a que el estroma maduro hojaldrado de estadios iniciales cedia
terreno al estroma queloide intermedio desarrollado en los estadios III y IV (Figura
4.9).
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Figura 4.9 Estudio de PDC y DR segun estadio. Representacion grafica que ilustra la distribucién del
contaje de PDC y la caracterizacidon del estroma peritumoral en base al estadio segun el test de Chi-

Cuadrado. Sélo se observaron resultados estadisticamente significativos en el estudio de DR (*p<0,05).
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PDC y DR seqgun Invasion Local (pT)

Una vez mas, atendiendo a la escasez de casos de la serie en los que el tumor
primario estaba confinado a estratos submucoso y muscular propio, se optd por
analizar las variables PDC y DR de acuerdo al nivel de infiltracion pT1 y pT2

conjuntamente, pT3 y pT4.

La tendencia tanto en PDC como en DR indicaba que a mayor nivel de
infiltracion local existia mayor contaje de PDC y mayor inmadurez estromal. En
ambos casos la diferencia, que no resultd estadisticamente significativa, fue mas
acentuada entre los grupos pT1-2 y pT3 en los que la cuantificacion de PDC 2 pasoé
del 12,5% al 27,5% y el niumero de tumores con estroma queloide pasé del 37,5%

al 55%, respectivamente (Figura 4.10).
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Figura 4.10 Estudio de PDC y DR segin pT. Representacién grafica que ilustra la distribuciéon del
contaje de PDC vy la caracterizacién del estroma peritumoral en base al nivel de invasién local (pT) segun
el test de Chi-Cuadrado.
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PDC y DR seqgun Grado Histolégico

La distribucién de PDC y DR atendiendo al grado histolégico no siguié una
tendencia concreta. Es cierto que en los AdC grado 3 el nUmero de casos PDC 3 se
incrementaba hasta alcanzar el 33,3%. No obstante, este dato resultaba cuanto
menos contradictorio al apreciar que en los AdC grado 2 no sélo no existia una
interfase creciente de PDCs, sino que estos disminuian pasando a engrosar la lista

de casos con PDC 1.

En cuanto a DR, se observaron unos valores similares entre los AdC grado 1
y 2, pese a que los escasos AdC grado 3 parecian inclinarse hacia el desarrollo de un

estroma con tintes queloideos (p>0,05) (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Estudio de PDC y DR segin grado histolégico. Exposicion de valores absolutos y
porcentuales de la distribucion de 60 casos de diferente grado histoldgico en base a la cuantificacion de
PDC y estudio de DR.

PDC 1 PDC 2 PDC 3 DR 1 DR 2 DR 3

Grado 1 5(45,5%) 4 (36,4%) 2 (18,2%) | 3 (27,3%) 5 (45,5%) 3 (27,3%)

Grado 2 | 30(69,8%) 9(20,9%) 4 (9,3%) | 9(20,9%) 23 (53,5%) 11 (25,6%)

Grado3 | 2(33,3%) 2(33,3%) 2(33,3%) | 1(16,7%) 5 (83,3%) 0 (0%)

FAP y PDC/DR

La expresion inmunohistoquimica de FAP en el borde de infiltracion tumoral
siguidé una tendencia creciente a medida que aumentaba la cuantificacion de islotes
de PDC en el frente. Dicha inmunoexpresion arrojo resultados positivos ya en niveles
bajos de PDC por lo que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre

los diferentes grupos (p>0,05) (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Estudio de PDC seguin FAP. Exposicidn de valores absolutos y porcentuales de la distribucién

de los diferentes niveles de PDC en base a la inmunoexpresion de FAP.

FAP (-) FAP (+)

PDC 1 13 (37,1%) 22 (62,9%)
PDC 2 5 (35,7%) 9 (64,3%)
PDC 3 1 (12,5%) 7 (87,5%)
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Por su parte no se aprecio correlacion entre los diferentes tipos de estroma
peritumoral y la expresidon inmunohistoquimica de FAP. Si bien existi6 minimo
aumento del niumero de casos FAP+ en DR2 respecto a DR1, la tendencia fue

decreciente al comparar los casos DR2 y DR3 (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Estudio de DR segiin FAP. Exposicion de valores absolutos y porcentuales de la distribuciéon

de los diferentes tipos de DR en base a la inmunoexpresion de FAP.

FAP (-) FAP (+)
DR 1 5 (38,5%) 8 (61,5%)
DR 2 10 (31,3%) 22 (68,8%)
DR 3 4 (33,3%) 8 (66,7%)

4.4 ESTUDIO DE FAP Y OTROS MARCADORES DE MICROAMBIENTE TUMORAL

La expresion de FAP como un marcador de CAFs invita a analizar su
implicacion en mecanismos esenciales de la carcinogénesis como son la
desdiferenciacion citoldgica, el mantenimiento de la pluripotencialidad y la
proliferacion celular. Para ello, se ha estudiado la relacion entre diferentes
combinaciones de expresion de FAP y B-Catenina (programa EMT), FAP y CD44
(células madre), y FAP y Ciclina D1 (proliferacidn), para valorar si dichas asociaciones
son capaces de predecir metastasis a distancia, supervivencia cancer-especifica y
supervivencia libre de enfermedad (Figura 4.11).

FAP+ B-Cat(n)l FAP+ CD44alto| FAP+  Ciclina D1 alto

FAP+ | B-Cat(mb)] FAP+ | CD44 bajo FAP+ | Ciclina D1 bajo
FAP-  B-Cat(n) FAP- | cD441alIt0) FAP- | Ciclina D1 alto
FAP- | B-Cat(mb)] FAP- | CD44 bajo | FAP- | Ciclina D1 bajo

Figura 4.11. Ilustracion de las diferentes combinaciones de marcadores inmunohistoquimicos
de microambiente tumoral. Se estudioé la asociacion entre los casos FAP+ y B-Catenina nuclear, FAP+
y CD44 alto y FAP+ y Ciclina D1 alto respecto al resto de combinaciones posibles entre cada pareja de
marcadores. El analisis se realizé en el centro de tumor primario, frente de infiltraciéon y en el ganglio
linfatico tumoral (el menor nimero de muestras metastasicas hepaticas limitd la posibilidad de hacer un
analisis combinado).
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Las combinaciones fueron las siguientes: 1) FAP positivo en CAFs y B-Catenina
nuclear en células tumorales frente al resto de combinaciones entre estos
marcadores; 2) FAP positivo y alta expresion de CD44 frente al resto de
combinaciones; y 3) FAP positivo y alta expresion de ciclina D1 frente al resto de

combinaciones (Figura suplementaria S1).

En cuanto a la asociacidon entre alguna de estas combinaciones con la aparicion
de metastasis a distancia, pudimos ver que la co-expresion de FAP en los CAFs y la
tincion nuclear de B-Catenina en las células tumorales en el frente de infiltracion
tumoral predice de forma independiente la aparicion de dicha metastasis (p<0,05)
(Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y BCAT nuclear en el frente de infiltracion. Se incluyen Odds ratio (OR) e
Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo fue estadisticamente significativo
(p=0,002). Test Hosmer-Lemershow (p = 0,7). R2 Nagelkerke (p=0.1). Los resultados estadisticamente
significativos se resaltan en negrita.

FRENTE DE INFILTRACION

Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,745 -0,085 0,919 0,552 1,529
Regresion
Logistica pT 0,005 0,793 2,209 1,270 3,842
Multiple
pN 0,349 0,203 1,225 0,801 1,871
FAP(+)/BCAT(N) 0,026 0,857 2,355 1,107 5,011
Paso final pT 0,001 0,865 2,374 1,396 4,039
del
método
de Wald FAP(+)/BCAT(N) 0,022 0,878 2,405 1,132 5,108

El resto de combinaciones tanto en tumor primario como en metastasis
ganglionares no mostré ningln resultado significativo a la hora de predecir
metastasis (Tablas Suplementarias S3-S10). Conviene mencionar que en la totalidad
de los casos no se apreci6 pérdida de expresion de E-cadherina ni inmunorreactividad

para vimentina en las células tumorales de las diferentes localizaciones estudiadas.

En cuanto a la asociacidon con la supervivencia de los pacientes, la expresion

FAP+ y B-Catenina nuclear en el frente de infiltracion predice peor supervivencia
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cancer-especifica a los 5 y 10 afios. Mas aun, dicho perfil inmunohistoquimico tanto
en el frente de invasion como en la metastasis locorregional en ganglio linfatico se
relacionan con una disminucion del tiempo libre de enfermedad a los 5 y 10 afios.
(Tabla 4.7 y Figura 4.12)

El resto de combinaciones no mostré ninguna asociacion con la supervivencia

cancer-especifica ni con la libre de enfermedad (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Resultados del test Log-rank para la asociacién de FAP+/B-Catenina nuclear,
FAP+/CD44 alto y FAP+/Ciclina D1 alto respecto a la supervivencia cancer-especifica y tiempo
libre de enfermedad a 60 y 120 meses en los pacientes con AdC. La combinacién de FAP+/B-
Catenina nuclear en el frente de invasion del tumor primario predice peor supervivencia cancer-especifica
a los 5y 10 afios (p<0,001) y disminucion en el tiempo libre de enfermedad (p<0,05). Esta misma
combinacion en el ganglio linfatico se asocia a un acortamiento en el tiempo libre de enfermedad
(p<0,001)

FAP(+)/BCAT(N) 5-CSS 10-CSS 5-DFS 10-DFS
(Localizacion) (p valor) (p valor) (p valor) (p valor)
Centro de Tumor 0,94 0,54 0,86 0,82
Frente de Infiltraciéon 3,3x10™* 0,001 0,024 0,033
Metdstasis ganglionar 0,07 0,07 5x10# 5x10#
Metastasis a distancia 0,98 0,5 0,86 0,95

FAP(+)/CD44 alto

Centro de Tumor 0,72 0,98 0,71 0,95
Frente de Infiltraciéon 0,34 0,47 0,22 0,46
Metdastasis ganglionar 0,39 0,17 0,06 0,06
Metastasis a distancia 0,97 0,76 0,63 0,72

FAP(+)/CiclinaD1 alto

Centro de Tumor 0,5 0,83 0,84 0,81
Frente de Infiltraciéon 0,71 0,46 0,37 0,78
Metdastasis ganglionar 0,22 0,15 0,15 0,09
Metastasis a distancia 0,29 0,11 0,49 0,5
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Figura 4.12. Tiempo libre de enfermedad y supervivencia cancer-especifica en pacientes con
AdC en base a la combinacion de FAP+ y B-Catenina nuclear. Las curvas de supervivencia Kaplan-
Meier reflejan la disminucién del tiempo libre de enfermedad a los 60 meses de seguimiento en aquellos
casos que muestran un perfil FAP+ y B-Catenina nuclear en frente de infiltracién y ganglio linfatico. La
supervivencia cancer-especifica decrece significativamente a los 60 meses en aquellos casos FAP+ y B-
Catenina nuclear en el frente de invasion.

Para saber si la combinacion de expresion FAP+ y B-Catenina nuclear en el
borde de infiltracion y en las metastasis locorregionales es un factor prondstico
independiente para la supervivencia, se realizd6 una Regresion de Cox. En primer
lugar, se hizo un analisis univariante donde se incluyeron, ademas de esta
combinacidn, diferentes variables patoldgicas con reconocido valor prondstico (Tabla
suplementaria S11). Las variables que una a una fue significativas para predecir

supervivencia, se incluyeron en el analisis multivariante posterior.

El analisis multivariante demostré que la combinaciéon de FAP+ y B-Catenina
nuclear en el borde de infiltracion es, junto con el grado, pT y la metastasis, un factor
pronostico independiente para la supervivencia cancer-especifica a los 5 anos (Tabla
4.8 y Figura 4.13).
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Tabla 4.8. Analisis multivariante (modelo de regresion de Cox) de las variables clinico-
patolégicas y la combinacion FAP(+)/BCAT(N) en el frente de infiltracion del tumor primario
para predecir supervivencia cancer-especifica a los 5 aflos. Se incluyen Odds ratio (OR) e intervalos

de confianza inferior y superior al 95%.

FRENTE INFILTRACION / 5-CSS

Variables p valor OR Inf. Sup.
FAP(+)/BCAT(N) <0,001 1,201 1,086 1,328
Grado 0,007 1,490 1,115 1,991
Regresion de Cox
Miltiple pT <0,001 1,886 1,387 2,565
N 0,962 0,994 0,785 1,259
M <0,001 1,881 1,376 2,569
FAP(+)/BCAT(N) <0,001 1,201 1,086 1,327
Grado 0,006 1,487 1,122 1,971
Paso final del
método de Wald
pT <0,001 1,882 1,402 2,527
M <0,001 1,880 1,376 2,567

Esta misma combinacion en el frente y en el ganglio, es también un factor
pronostico independiente para la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios
(Tabla 4.9 y Figura 4.13). Los resultados para la supervivencia cancer-especifica y
libre de enfermedad a los 10 afios fueron igualmente significativos (Tablas

suplementarias S12 y S13).
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Tabla 4.9. Analisis multivariante (modelo de regresion de Cox) de las variables clinico-
patolégicas y la combinacion FAP(+)/BCAT(N) en el frente de infiltracion del tumor primario y
metastasis en ganglio linfatico para predecir tiempo libre de enfermedad a los 5 afos. Se

incluyen Odds ratio (OR) e intervalos de confianza inferior y superior al 95%.

Frente de infiltracion / 5-DFS Metastasis locorregional 5-DFS

Variables p valor OR Inf. Sup. p valor OR Inf. Sup.

FAP(+)/BCAT(N) 0,011 1,180 1,038 1,341 0,002 1,293 1,098 1,522

. Grado 0,174 1,290 0,893 1,863 0,730 1,079 0,700 1,665
Regresion
de Cox
Miltiple
pT 0,018 1,588 1,084 2,326 0,009 1,750 1,147 2,668
N 0,723 1,054 0,788 1,411 0,408 1,212 0,769 1,910
FAP(+)/ BCAT(N) 0,016 1,169 1,030 1,327 0,001 1,308 1,113 1,538
Paso final
del método
de Wald

pT 0,008 1,650 1,138 2,392 0,005 1,803 1,189 2,734

Frente de Infiltracion

Metadstasis Locorregional

Figura 4.13. Expresion inmunohistoquimica de FAP y B-Catenina en frente de infiltracién
tumoral y ganglio linfatico. La sobreexpresion de FAP en los fibroblastos del frente de infiltracion y
ganglio linfatico cuando se asocia a la expresidon nuclear de B-Catenina en la célula tumoral de dichas
localizaciones puede predecir peor supervivencia cancer-especifica y disminuciéon en el tiempo libre de
enfermedad.
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4.5 ESTUDIO DE FAP SOLUBLE EN PLASMA DE PACIENTES CON AdC

Los niveles de FAPs se midieron en el plasma de pacientes con AdC y sujetos
control. No existié tampoco en este caso ninguna correlacién entre estos niveles y la

edad y sexo (correlacion de Pearson, p>0.05 en ambos casos).

La cuantificacion de FAPs en plasma reflejo que sus niveles eran menores en

los pacientes con AdC respecto a los sujetos sanos (T Student, p<0.05).
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Figura 4.14. Niveles de FAPs en plasma de sujetos controles sanos y pacientes con AdC. La

concentracién de FAPs en AdC es inferior a la de los sujetos sanos (T Student, p<0.05).

Al estratificar los resultados segun variables patoldgicas, pudimos observar
una correlacion inversa entre niveles FAPs y tamafio del tumor (correlacion Pearson,
r=-0.291, p=0.001). Ademas, los niveles de FAPs en el plasma fueron
significativamente inferiores en los casos con invasion de vasos linfaticos (T Student,
p=0.03). También se observo una tendencia parecida en pacientes diagnosticados

con grado, pT, y pN altos, donde los niveles de FAPs eran inferiores (Tabla 4.10).
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Tabla 4.10. Niveles de FAPs segun parametros clinico-patolégicos en pacientes con AdC. Se

utilizaron el test de la T de student y ANOVA para la comparaciéon de dos o mas grupos respectivamente.

Niveles FAPs
Parametros clinico-patolégicos (n=127) Media (%) p valor
(ng/mL)
Seguimiento (meses) 50 (3-83)
Edad 70 (34-93)
Hombre 92 (72%) 57,9
Sexo 0,61
Mujer 35 (28%) 60,1
G1 6 (5%) 57,4
Grado Histoldgico (G) G2 118 (93%) 58,7 0,92
G3 3 (2%) 53,7
pT2 32 (25%) 60,3
Invasién local (pT) pT3 85 (67%) 58,9 0,41
pT4 10 (8%) 50,1
pNO 75 (59%) 60,2
Extension locorregional pN1 41 (32%) 574 0,41
(PN)
pN2 11 (9%) 51,4
MO 123 58,4
Metastasis a distancia (M) 0,75
M1 4 61,9
I 26 (20%) 56,9
Estadio 1I 48 (38%) 62,9
II1 49 (39%) 54,8 0,29
v 4 (3%) 61,9
., No 110 (87%) 58,6
Invasién vascular venosa 0.97
V) Yes 17 (13%) 58,3
., o No 103 (81%) 60,6
Invasién vascular linfatica 0.03
L Yes 24 (19%) 49,8
No 108 (85%) 58,5
Invasién perineural (Pn) 0,99
Yes 19 (15%) 58,7
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Para el analisis de supervivencia hicimos puntos de corte obtenidos mediante
arboles de decision (CRT) (Figura Suplementaria S2). Un valor de 30.11 ng/mL
determind dos grupos con diferencias significativas en el porcentaje de pacientes

vivos, uno de ellos con un 30% vy el otro con un 74% (p=0.03).

Las curvas de Kaplan-Meier pusieron de manifiesto que aquellos pacientes con
valores iguales o inferiores al sefialado (FAPs <30.11 ng/mL) tenian peor
supervivencia cancer-especifica que los pacientes con valores de FAPs superiores a
30.11 ng/mL (Test de Log-rank p=0,001) (Figura 4.15).

FAP soluble en el plasma de pacientes con CRC y supervivencia

087 FAPs > 30,11 ng/mL

0.4

i FAPs<30,11ng/mL

Supervivencia cancer-especifica

Test Log-rank, p =0.001
0,0

T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Seguimiento (meses después de cirugia)

Figura 4.15. Supervivencia cancer-especifica en pacientes con AdC en base a niveles de FAPs.
La supervivencia disminuye significativamente a partir de los 20 meses de seguimiento en aquellos
pacientes con niveles de FAPs iguales o inferiores a 30,11ng/mL (p=0,001).

Asimismo, el analisis univariante y multivariante que aglutiné a FAPs (en su
punto de corte FAPs <30.11 ng/mL), grado histoldgico, invasion local, metastasis
locorregional y a distancia e invasion vascular y perineural, sefalé a FAPs como un
factor prondstico independiente en la prediccion de supervivencia global en los
pacientes con AdC (Tabla 4.11).
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Tabla 4.11. Analisis multivariante (Modelo de Regresion de Cox) de variables clinico-
patolégicas y FAPs en pacientes con AdC para la prediccion de supervivencia cancer-especifica.
Se incluyen Odds Ratio (OR) y sus intervalos de confianza al 95%.

5-CSS
Variables p valor OR Inferior Superior

FAPs 0,046 0,356 0,129 0,983

Grado 0,044 5,475 1,050 28,564

pT 0,355 1,414 0,678 2,951

Regresion de Cox
Multiple

N 0,264 1,353 0,796 2,300

M 0,152 2,708 0,694 10,574

v 0,100 2,008 0,875 4,609

Pn 0,261 1,551 0,721 3,337

FAPs 0,001 0,243 0,104 0,565

Grado 0,001 12,474 2,854 54,527

Paso final del método de

wald M 0,007 5,326 1,579 17,969

v 0,013 2,653 1,229 5,728
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5. DISCUSION

5.1 EXPRESION DE FAP EN LA SECUENCIA ADENOMA-CARCINOMA

El desarrollo de programas de cribado poblacional del CRC ha permitido en los
ultimos afios aflorar un nimero considerable de casos no detectados por medio de
las herramientas clinico-radioldgicas habituales y homogenizar los diferentes grupos

de estadificacion en el momento del diagndstico (104).

Ademas, ha sido posible extirpar numerosas lesiones premalignas cuyo curso
evolutivo silente hubiera desembocado, con el transcurso de los afios, en auténticos
procesos neoplasicos infiltrantes. Ejemplo de ello son los mas de 5.000 adenomas de
bajo y alto riesgo que fueron diagnosticados en el Pais Vasco hace una década (2009-
2011) en el inicio del cribado poblacional en esta comunidad auténoma (105). Los
polipos adenomatosos son los precursores mas frecuentes del CRC y el conocimiento
actual de su fisiopatologia ha dotado a su estudio histoldgico, y viceversa, de unas
herramientas descriptivas que, con mayor o menor precision, permiten ubicar

temporalmente la secuencia mutacional del mismo (17).

No obstante, en la practica clinica y quirdrgica diaria el foco de atencién no
recae tanto en el conjunto de mutaciones que el pdlipo haya podido ir acumulando
hasta alcanzar capacidad infiltrativa. Es, precisamente, este Ultimo aspecto, es decir,
que la celularidad epitelial proliferante haya rebasado su membrana basal limitante,
lo que va a congregar a diferentes profesionales sanitarios en torno a una mesa

comun para tratar de frenar la expansion de dicha tumoracidn en el paciente.

La serie estudiada nos ha permitido analizar la expresion de FAP en polipos
adenomatosos con displasia de bajo grado sincrénicos a CCR en un total de 41 piezas
de reseccion intestinal. Tal y como ha sido descrito en trabajos previos (106), FAP
no se expresd en la mucosa normal ni en los adenomas y si lo hizo, en diferente

grado, en el CCR.

Esta diferencia entre la inmunoexpresion de FAP en adenomas de bajo grado
y en CCR en el que casi un 70% de las muestras neoplasicas analizadas fue FAP+
resulta ilusionante de cara a contar con un marcador inmunohistoquimico mas en la

toma de decisiones a la hora de valorar lesiones potencialmente malignas y lesiones
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infiltrantes.

En este sentido, y dado que un diagndstico de adenocarcinoma infiltrante
sobre una lesién adenomatosa acarrea, como minimo, una escision completa del
polipo y, en caso de infiltracion submucosa y otros parametros histologicos de alto
riesgo de diseminacion nodal linfatica, una extirpacion quirdrgica con margenes del
segmento intestinal implicado (107) (108) (109), es esencial una correcta valoracion
de las caracteristicas histologicas del polipo adenomatoso que permitan hablar o no

de franca infiltracion.

La pseudoestratificacion nuclear completa, la cromatina globulosa, la
aproximacion glandular e incluso el patron arquitectural cribiforme de las criptas son
caracteristicas histoldgicas universales de adenomas con displasia intraepitelial de
alto grado (110) que en un contexto de desmoplasia estromal y extension a lo largo

del eje conectivo del pdlipo pueden sugerir infiltracion mucosa/submucosa.

Existen situaciones en las que regueros de glandulas que profundizan a lo
largo de la base conectiva de implantacion del pélipo con muy buena diferenciacion
glandular y minima o incluso nula induccion estromal pueden hacernos dudar entre
una verdadera infiltracion neoplasica o una imagen de pseudoinvasién glandular
(110).

Situaciones mas frecuentes son aquellas en las que, pese a que la atipia
citolégica y displasia arquitectural sugieren un proceso neoplasico infiltrante
subyacente, la superficialidad de la muestra endoscopica no permite afirmarlo con
certeza (111).

Claro esta que la morfologia celular y, sobre todo, la arquitectura de la lesion
prima por encima del valor de FAP a la hora de determinar qué tipo de adenomas
pueden sugerir infiltracion de lamina propia. Estos casos son ejemplo de la
variabilidad interobservador que existe aln hoy en dia en cualquier laboratorio de
anatomia patoldgica a la hora de evaluar un adenoma con displasia de alto grado y
establecer los limites que inclinen la balanza hacia la infiltracién o no de la 1amina

propia mucosa (112).

Nuestro estudio se ha limitado Unicamente al analisis de expresion de FAP
sobre pélipos con displasia de bajo grado, debido a la dificultad de recopilar lesiones
con displasia de alto grado, menos frecuentes en la practica diaria (113). Algunos
estudios afirman que lesiones tumorales incipientes en las que existe una
delimitacion de membrana basal colagénica estan embebidas en un estroma reactivo
“protector” en el que abundan fibroblastos de tipo NAF (47). Esa es la condicién que

cumplen los adenomas con dispasia intraepitelial de alto grado. En ellos cabria
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esperar una ausencia de inmunoexpresion de FAP, debido a la ausencia de CAFs. Ello
cobra sentido, precisamente, porque como se mencionaba anteriormente, un rasgo
caracteristico de invasion neoplasica estromal es la reaccion desmoplasica tipica en
lesiones infiltrantes, que se ha desarrollado entre otros por medio de la actividad
peptidasa de FAP (47).

No obstante, y pese a utilizar estas bases tedricas para aventurarnos a
extrapolar los resultados obtenidos en adenomas con displasia de bajo grado a
adenomas con displasia de alto grado, es conveniente dar continuidad a este estudio
sobre muestras de polipos adenomatosos con displasia intraepitelial de alto grado e
incluso combinar la expresién de FAP con otros marcadores contrastados en este tipo
de situaciones como son MMP-1, P53, E-Cadherina y Colageno IV (114). Sélo asi
podremos hablar con mayor propiedad sobre el valor predictivo de FAP como

marcador de infiltracion tumoral en este tipo de pdlipos.

5.2. EXPRESION DE FAP EN LOS DIFERENTES SUBTIPOS HISTOLOGICOS DE
CCR

Las caracteristicas histologicas son las que definen la morfologia y
frecuentemente la mayor o menor agresividad de una tumoracion. En este estudio,
la proporcion de casos AdC que expresan FAP en el frente de infiltracion tumoral es
significativamente superior a la de MuC y SrcC. De la misma manera, a nivel
intratumoral, aunque no de forma significativa, se aprecia una tendencia similar. Es
razonable pensar, por tanto, que los rasgos histoldgicos también pueden interferir en

la expresion de esta proteina.

MuC y SrcC son dos tumores con amplias areas de degeneracidon mucinosa,
entre las que se dispone de forma discohesiva la celularidad proliferante, y por lo
tanto disponen de menor matriz estromal colagénica que es, en esencia, habitat de
los fibroblastos objeto de estudio de este trabajo (9). Esta podria ser una razon de

la baja expresion de FAP en estos dos tumores frente a los AdC.

Existe también la posibilidad de que el cada vez mas determinante trasfondo
molecular pueda explicar estas diferencias. MuC y SrcC son dos subtipos de CCR mas
frecuentemente asociados con la Inestabilidad de Microsatélites (IMS) (19), perfil
molecular que permitiria de forma genérica englobarlos con mayor probabilidad en
el subtipo 1 (CMS-1) del consenso de subtipificacion molecular (36) (115). Se trata,
éste, de un grupo de CCR que presenta un perfil molecular que no favorece, a
diferencia del CMS-4, la sobreexpresion de proteinas implicadas en la remodelaciéon

de la matriz extracelular y activacion mesenquimal (115). Esto podria redundar en
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una menor presencia de CAFs y, por lo tanto, en menor expresion de FAP.

Uno de los rasgos que caracteriza a los CCR que se han desarrollado a través
de la via de la Inestabilidad de Microsatélites es la mayor respuesta inmunitaria
contraria a la tumoracion por parte del huésped. Histoldgicamente esta reaccion
inflamatoria que, se ha vinculado con un mejor prondstico en este tipo de pacientes,
se traduce en un aumento de la densidad de los linfocitos intra y peritumorales (11).
Precisamente la menor expresion de FAP respecto a los casos de Adc podria ser una
de las causas por las que en los subtipos MuC y SrcC, esta funcion antitumoral del
sistema inmune resultaria fortalecida. Y es que se ha descrito que FAP es capaz de
obstaculizar mediante mecanismos indirectos la actividad de los linfocitos T

citotéxicos (81).

Esta ultima hipodtesis requeriria al menos de un screening de base del estado
de las proteinas MMR en las muestras analizadas. Screening, éste, que pese a ser
una realidad constante en la rutina diagndstica diaria actual que incluso abarca mas
casos de los estrictamente definidos por los criterios de Amsterdam y Bethesda (9),
no fue realizado en el momento del diagndstico en la mayor parte de muestras de
nuestra serie debido a que la mayoria fueron casos antiguos de cuando estos analisis
no entraban en la rutina clinica diaria. Los posibles falsos negativos de la expresion
de MMR en los cores de los TMA debido a la heterogeneidad tumoral de estos cuatro
marcadores estandarizados (MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6) (116) (117), pero
fundamentalmente y, tras haberlo valorado de inicio, haber querido cimentar esta
tesis en unos pilares morfoldgicos y no moleculares, han sido las limitaciones

encontradas a la hora de afrontar esta situacion.

Sin embargo, el resultado observado en las metastasis locales y a distancia
apunta a mecanismos diferentes a los propuestos en el tumor primario. La expresion
de FAP fue similar en AdC y MuC, mientras que en SrcC el nUmero de casos FAP+ fue
significativamente inferior. Probablemente en este caso juegue algun papel
diferencial el origen de los CAFs en las metastasis, tema que sera analizado en

apartados posteriores.

5.3. EXPRESION DE FAP EN LA SECUENCIA TUMOR PRIMARIO-METASTASIS
Y SU ASOCIACION CON PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS DE CCR.

5.3.1. Analisis de FAP en la secuencia tumor primario-metastasis

Dado que FAP es uno de los marcadores actualmente reconocido de CAFs,
células cuya activacién parece darse en mayor intensidad en las zonas de interfase

tumor-tejido no tumoral de la tumoracion primaria (47) (88), nuestro grupo de
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trabajo se propuso analizar la expresion de FAP en el centro y borde de infiltracion

del tumor primario.

El analisis inmunohistoquimico mostré que la expresion de FAP es homogénea
a lo largo de la masa neoplasica primaria (centro y borde) en la mayoria de casos
que, como se explica en secciones anteriores, fueron tumores pT3 y pT4. Este es un
dato a tener en cuenta a la hora de compararlo con el patrén de inmunoexpresion de
otros marcadores de CAFs como podoplanina, que tiende a desarrollar un patron de
tincion mas heterogéneo (118), y de cara a aplicar terapias emergentes anti-FAP. Se
debe tener en cuenta que la mayor parte de CCR diagnosticados en estadio avanzado
(estadio IV) no van a ser pacientes quirurgicos de inicio (119). Para poder predecir
la eficacia de diversos farmacos para contener y, en el mejor de los casos, destruir
la tumoracion es esencial definir de antemano el perfil molecular o
inmunohistoquimico de aquellas proteinas y vias carcinogénicas en contra de las que
va a ejercer su accion el arsenal terapéutico actual (30). En estos casos, la Unica
muestra neoplasica de la que se va a disponer va a ser la pequefia biopsia diagndstica
obtenida endoscopicamente. Demostrar, por tanto, que FAP se expresa de manera
similar en toda la extension de la tumoracion es fundamental para extrapolar los
resultados de la biopsia endoscopica a toda la tumoracion en estos pacientes. Para
ello, va a ser necesario ampliar la comparativa centro/borde de tumor a mas casos
en estadios pT1-pT2, ya que en estos tumores si se observd una diferencia en la

expresion de FAP, como se explica mas abajo.

Por otro lado, ante la ausencia de trabajos previos realizados en metastasis
locales y a distancia, quisimos conocer si la expresion de FAP variaba en las
metastasis respecto al tumor primario, completando asi el estudio de la secuencia
evolutiva del CCR.

Destacar en este sentido, que la inmunoexpresion de FAP es mayor en el
tumor primario respecto a la metastasis en ganglios linfaticos e higado. La busqueda
de argumentos que puedan sostener esta realidad no es sencilla, puesto que no se
identifican en la literatura trabajos especificos que hayan testado la inmunoexpresion
de FAP en metastasis de CCR. No obstante, existen bases experimentales que hablan
de dos factores que no sélo incumben a la expresion de FAP por parte de los CAFs,
sino también a otros elementos participes de la enfermedad oncoldgica, como son el

origen y la heterogeneidad de los mismos (120).

A la vista del patoldogo general, los CAFs responden a la clasica imagen de
célula fusiforme tumefacta que con sus prolongaciones citoplasmaticas trata de
adentrarse entre la celularidad tumoral proliferante. Sin embargo, a dia de hoy existe

la duda de cual es el verdadero origen de todos y cada uno de los CAFs presentes en
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el medio. Al parecer la fuente principal de CAFs reside en los fibroblastos nativos
quiescentes del 6érgano afectado por la neoplasia (48) y es cierto que, en esencia,
todos ellos comparten su funcion mas conocida, remodelar la matriz extracelular. Sin
embargo, el modo en que van a realizar dicha funcion, pero, sobre todo, las sefiales
guimicas que van a servir de estimulo para su activacion es posible que varien de
unas localizaciones a otras (121). Mas aun cuando a esta partida mayoritaria de CAFs
derivados de la activacion de NAFs nativos se le van a afiadir CAFs procedentes de
otros compartimentos como la médula dsea o el revestimiento hemangiopericitario

de los vasos sanguineos de la zona (48).

Esto nos permite especular con que el reconocimiento de las diferentes
poblaciones de CAFs va a estar sujeto a la expresidon de un amplio abanico de
proteinas, algunas conocidas, como es el caso de FAP vy, otras, aun por explorar. Por
lo tanto, el diferente grado de inmunoexpresion de FAP en colon y en sus metastasis
puede ser el resultado de que por ejemplo en el higado la representacion de CAFs
FAP+ originarios en colon (inmunofenotipicamente similar a los CAFs derivados de
los fibroblastos periportales hepaticos) (122) ceda terreno a CAFs derivados de
células esteladas perisinusoidales hepaticas sujetos a la expresion de otros
marcadores (118) (123).

Pese a esta variedad fenotipica de subpoblaciones de CAFs cada vez cobra
mas fuerza la idea de que el grueso de ellos comparte vias sefalizadoras reciprocas
troncales con respecto a la célula tumoral. Concretamente la estimulacion de la via
TGFB (una de las vias principales impulsoras en la diferenciacion de NAFs en CAFs)
parece jugar un papel importante a la hora de favorecer el desarrollo de metastasis
(124). A su vez se da la situacion de que uno de los pilares fundamentales para que
la célula tumoral pueda propagarse de manera sistémica es el viraje fenotipico y
morfoldgico que sufre por medio del programa EMT, uno de cuyos impulsores parece
ser B-Catenina (60). Entre una via de sefializacion (TGFB) y la otra (Wnt / B-Catenina)
se han descrito conexiones transversales que les permiten actuar de manera
sinérgica (125). Esto hace pensar que, sea cual sea el inmunofenotipo de CAFs que
predomine en la regién (tumor primario o metastasis ganglionar) el potencial

metastasico en un ambiente rico en CAFs va a estar siempre presente.

La menor expresion de FAP en metastasis en ganglio linfatico e higado,
refuerza la idea de que la accidn de FAP tiene lugar predominantemente a nivel local,
lo que permite afrontar el debate acerca del beneficio o no de terapias anti-FAP
desarrolladas en los Ultimos afios. Y es que cobra sentido, por tanto, que pese a que
se ha demostrado serolégicamente que terapias como Val-boroPro son capaces de

inactivar la actividad proteolitica de FAP, no existe franca regresion de la neoplasia
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avanzada (90), ya sea porque su actividad no enzimatica persiste, ya sea porque el

numero de CAFs FAP+ sobre el que interactuar es menor.

Interpretando, por tanto, que FAP es una de las herramientas de las que se
sirve el tumor primario para infiltrar (frente) y consolidar (centro) su presencia en la
neoplasia primaria (88) (89), este estudio ha centrado sus esfuerzos en analizar el

valor de FAP en la pared intestinal.

5.3.2. Expresion de FAP y su asociacion con variables clinicas y patologicas.

Buena parte de los estudios vinculados a la patologia oncoldgica en general y
al CCR en particular tienen como objetivo analizar la influencia de diferentes
moléculas conocidas como biomarcadores capaces de aportar informacion acerca del
curso evolutivo de la neoplasia (126). En los Ultimos afios varios grupos de trabajo
han focalizado sus estudios en definir la influencia de FAP en tumores epiteliales y no
epiteliales, entre ellos el CCR, y los resultados presentados concluyen que la
sobreexpresion tisular de FAP en la celularidad estromal, se relaciona con mayor
riesgo de desarrollar metastasis locorregionales y a distancia y, en consecuencia,
peor supervivencia (86) (89) (106).

Acorde con dichos estudios, otro de los resultados relevantes de esta tesis lo
obtuvimos al estratificar los resultados en funcion de la progresion infiltrativa en el
espesor de la pared intestinal (pT). Por un lado, la expresion de FAP en la region
intratumoral muestra una progresion creciente significativa a medida que aumenta
el grado de infiltracion. Este resultado podria indicar mayor grado de activacion de
CAFs en el centro del tumor primario a medida que este invade la pared intestinal
(88).

Por otro lado, cabe destacar que |la expresion de FAP en el frente de infiltracion
de los tumores pT1-2 muestra una tendencia a ser mayor que la de la regidn
intratumoral en los tumores con el mismo grado de invasion local. Sin embargo, en
tumores pT3 y pT4 no existen diferencias entre centro y borde. Este dato podria
sugerir que el fendmeno de mayor activacion de CAFs en las zonas de interfase
tumor/tejido no tumoral se da en mayor medida en estadios iniciales (pT1-2), y que
cuando el CCR es mas infiltrante dicha activacion se iguala (47) (88). O bien, que el
rol de FAP en los CAFs del borde infiltrante es mas relevante que en el centro hasta
que el tumor alcanza la muscular propia. Futuros estudios en tumores menos

infiltrantes nos permitiran corroborar este resultado.

La expresion de FAP en centro y borde de la tumoracion respecto al estadio

de la enfermedad no arrojo resultados estadisticamente significativos. Es cierto que
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si se aprecia una tendencia creciente en la expresion de FAP en ambas regiones del
tumor primario paralela al incremento del estadio. Sin embargo, nuestra serie no
pudo reproducir los resultados de Henry y col. y Wikberg y col. (88) (89) a nivel de
tumor primario y, pese a que podia intuirse cierta tendencia creciente entre la
expresion de FAP en centro/borde y estadio, la falta de significancia estadistica no le

permite asignar a esta proteina un papel predictor de la evolucion de la enfermedad.

Es muy probable que el disefio de la muestra a estudio no sea el mas adecuado
para analizar esta realidad, dado que el 89% de los casos fueron diagnosticados en
estadio avanzado (III o IV). Y es que ante el planteamiento inicial de completar el
estudio de la enfermedad en fase avanzada se optd por incluir pacientes de estas
caracteristicas. Esta decisidon nos ha dado la oportunidad de contar con muestras
cuyo seguimiento evolutivo desde el diagnodstico hasta el fallecimiento ha sido
completo. No obstante, las dificultades ético-legales a la hora de reclutar nuevos
casos en estadio inicial han dificultado dar significacion estadistica a las tendencias

apreciadas.

5.3.3. FAP y el programa EMT

Una de las funciones atribuidas a los CAFs es la de facilitar la desdiferenciacion
de la célula epitelial neoplasica proliferante en el recientemente mencionado
programa EMT (58). Este proceso, cuya repercusion prondstica parece haber
alcanzado su maxima expresion en estadios precoces de CCR (estadios I y II) es hoy
en dia una realidad en los informes de patologia de resecciones locales y piezas de

reseccion de intestino grueso (64).

Con intencidon de abordar un estudio coste-efectivo se realizé el contaje de
PDCs siguiendo las pautas establecidas por Ueno y cols (31), que evidencié un salto
cuantitativo destacado, aunque no estadisticamente significativo, en el nimero de
PDC entre los estadios localizados y avanzados. Esta progresion indicé que desde los
estadios localizados al estadio III existia un incremento en el nUmero de casos que
mostraban entre 5 y 9 PDCs respecto a los que Unicamente mostraban 4 o menos
PDCs.

Estos resultados, a lo mejor con mayor significacion en caso de haber
subestratificado el contaje de PDCs (actualmente no reconocido a nivel bibliografico),
pueden ser reflejo de dos mensajes: en primer lugar, el contaje de PDCs se aproxima
bastante a los resultados que cabria esperar en el contaje de budding tumoral (102),
parametro de analisis del EMT por excelencia (64); en segundo lugar, que existan

islotes pobremente diferenciados puede significar que existe celularidad neoplasica
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enmascarada bajo el manto fibroblastico que permea con mayor facilidad vasos
linfaticos y sanguineos para favorecer asi la diseminacion tumoral a distancia, tal y

como ocurre en la transicion entre los estadios I-11 y III (127).

A la hora de vincular PDCs y FAP+, el estudio no arrojé resultados
estadisticamente significativos pese a que se aprecié una expresion destacada de
FAP en cada uno de los niveles de PDC. Es posible que una de las limitaciones a la
hora de evaluar la asociacion entre estos dos parametros haya sido la dificultad de
incorporar en los cores para la inmunotincion con FAP los islotes de PDCs. Ademas,
no se debe olvidar la heterogeneidad de marcadores de CAFs que pueden estar
implicados en el programa EMT (128). De hecho, tal y como se ha descrito en trabajos
recientes, otros marcadores de CAFs como S100A4 si han arrojado resultados

estadisticamente significativos (118).

La descripcion de los diferentes tipos de estroma en el frente de infiltracion
tumoral, segun la cual a mayor nivel de infiltracion parietal existia mayor tendencia
a desarrollar un estroma queloideo, puede ser consecuencia de la remodelacion de
la matriz extracelular colagénica llevada a cabo por los CAFs en su intento de allanar
el camino a las células epiteliales proliferantes en su recorrido infiltrante. La
homogeneidad de la expresion de FAP en los diferentes tipos de estroma, no
obstante, invita a pensar en que FAP no es la Unica peptidasa involucrada en dicha
remodelacion. Resulta curioso pensar que un estroma compuesto por gruesos haces
de coldgeno compactos, como es el caso del estroma queloideo predominante en CCR
con afectacion transmural, pueda favorecer el avance de la celularidad tumoral a
través de su espesor. Y es que, aparentemente, una matriz conectiva laxa (estroma
mixoide) parece mas favorable a posibilitar la migracion celular. Sin embargo, si la
remodelacion estromal se concibe como un proceso continuo de lisis, organizacion,
compactacion de haces colagénicos y combinacion de mucopolisacaridos, puede
llegar a comprenderse que la comprension ejercida por el estroma en su punto algido
de compactacion sea la causa de la ruptura de nidos de células neoplasicas que se
disgregan en su empeio de colonizar la pared intestinal y estructuras a distancia
(129).

5.4 ANALISIS DE FAP Y OTROS MARCADORES DE MICROAMBIENTE
TUMORAL.

El desarrollo de tumores es un proceso dinamico que engloba una masa de
células metabolicamente inestable en continua transformacion. Esa plasticidad es en
gran parte producto de un conjunto de sefiales e interacciones que parten de células

gue constituyen lo que hoy en dia se conoce como microambiente tumoral (130).
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El trabajo que presentamos ha tratado de reflejar la relacién de una proteina
(FAP) expresada por uno de los componentes mayoritarios de este microambiente
(CAF) respecto al conjunto de la tumoracién y su evolucion en el tiempo. En este
sentido, parece que FAP puede jugar un papel protumoral en el desarrollo del tumor
primario y, de forma significativa, a nivel del centro del tumor. La expresién de FAP,
sin embargo, no parece pronosticar, por si sola, el devenir de la enfermedad, a

diferencia de lo que han descrito otros grupos de trabajo (88) (89).

Los resultados expuestos y discutidos en apartados anteriores sugieren que
FAP es una proteina que desempefa su accion a nivel local y desde los momentos
iniciales del desarrollo de la masa tumoral. Sin embargo, este estudio pretende
ampliar el rango de accion de FAP y concretar cual puede ser su valor prondstico en
asociaciéon con marcadores cuya expresion parece estar modulada por CAFs. Estas
proteinas analizadas estan firmemente vinculadas a los fendmenos de EMT (E-
cadherina, B-Catenina y vimentina), al mantenimiento del fenotipo de célula madre
(CD44) vy a la proliferacion e inmortalidad celular (ciclina D1) (54) (62) (63).

Entre las combinaciones anteriormente mencionadas el estudio
inmunohistoquimico aporta resultados de gran interés a la hora de vincular FAP y B-
Catenina. Y es que FAP+ y la expresion nuclear de B-Catenina en el frente de
infiltracion tumoral y ganglio linfatico predicen y se comportan como factores
prondstico independientes de peor supervivencia cancer-especifica y tiempo libre de
enfermedad (CSS y DFS).

B-Catenina es wuna proteina de localizacion intracitoplasmatica cuya
disposicion en grandes complejos proteicos adheridos a E-cadherina permite
mantener la cohesion celular. Como participante en la via de senalizacion Wnt, la
viabilidad vy, por tanto, funcionalidad de esta proteina esta sujeta al menor o mayor
grado de degradacién por parte de las proteinas del complejo APC. Y es que una
activacion de Wnt en la superficie celular impide la degradacién de B-Catenina, cuyo
excedente sera dirigido al nucleo citoldgico para actuar como factor de transcripcion
de genes involucrados en la proliferacion, diferenciacion y mantenimiento del

fenotipo de células madre (131).

En condiciones fisioldgicas se requiere de un equilibrio en la activacion de Wnt
y la degradacion proteica de B-Catenina que posibilite entre otros la migracion celular
durante el desarrollo embrionario (63). Precisamente de la alteracion de ese
equilibrio se sirven varios procesos neoplasicos, entre ellos el CCR, para propiciar un
estado de hiperactivacion continua causante del acimulo nuclear de B-Catenina vy
consecuente transcripcion de genes que dotan a la célula de rasgos de inmortalidad

y desdiferenciacion (131).
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La forma por la que los fibroblastos FAP+ son capaces de interactuar con las
células tumorales para inducir en ellas la activacion de la via Wnt/ B-Catenina aun
hoy en dia no se conoce con certeza. Estudios muy recientes apuntan a que la
sobreexpresion de la proteina Dickkopf-3 (DDK3) en CAFs estimularia la activacion
de Wnt a través de su via candnica en el propio fibroblasto (132). Seria necesario,
no obstante, definir mediadores (exosomas, por ejemplo) capaces de transferir dicha
sefializacion activadora al receptor Wnt en la membrana citoplasmatica de la célula

tumoral proliferante (133).

Tanto FAP, en fibroblastos, como B-Catenina, en la célula tumoral, se
sobreexpresan ya desde el momento en que la displasia intraepitelial se torna
infiltrante (134). En esa fase precoz e incluso cuando el frente de infiltracion alcanza
estratos mas profundos llama la atencion en nuestra serie, contrario a lo que se ha
expuesto en trabajos previos (135), que no exista un vinculo que asocie la
sobreexpresion de FAP y B-Catenina con la disminuciéon de la expresion de E-
cadherina. Esto sugiere que la transformacion desde célula epitelial tumoral hasta
célula mesenquimatosa con capacidad migraroria no se deba en buena parte de los
casos a la hiperactivacion de la via Wnt por FAP sino mas bien a la mutacion y
consiguiente pérdida de funcion de APC que da inicio a la via carcinogénica en la
mayor parte de CCR o a otro tipo de mutaciones como las descritas en la via de EGFR
(136). Parece, por tanto, que la participacion de FAP en el proceso de
desdiferenciacion celular podria quedar en un segundo plano. Este hallazgo podria
ayudarnos a entender lo descrito en parrafos anteriores, segun lo cual, no se aprecio

correlacion entre FAP y la cuantificacion de PDCs.

Este solapamiento de diferentes vias mutacionales es precisamente el que
mejor puede explicar a dia de hoy los motivos por los que no se aprecia un vinculo
que relacione exclusivamente FAP y CD44 o FAP y Ciclina D1. Y es que tanto CD44
como Ciclina no sélo pueden sobreexpresarse a través de la via Wnt / B-Catenina.
Vias y factores transcripcionales alternativos como p53, ERK y Notch han demostrado
incentivar el desarrollo de fenotipo de célula madre y la proliferacion celular (96)
(137).

El desarrollo del CCR es, por tanto, una continua superposicion de vias de
sefializacion entre las células tumorales y su ambiente (138). Una de esas
interacciones parece vincular de manera firme a FAP con B-Catenina hasta tal punto
que la expresion de FAP en el citoplasma de fibroblastos y B-Catenina en el nlcleo
de las células tumorales del frente de infiltracion y ganglio linfatico es capaz de
predecir un peor pronodstico de la enfermedad. Seria necesario ahondar en nuevos

estudios dirigidos a concretar el punto de conexion entre estas dos proteinas y su
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asociacion con la agresividad tumoral.
5.5 ANALISIS DE FAP SOLUBLE EN PLASMA DE PACIENTES CON CCR.

El incremento en la incidencia de las enfermedades oncoldgicas en las ultimas
décadas ha ido ligado al estudio de nuevas vias diagndsticas y terapéuticas
encaminadas a detectarlas y erradicarlas de forma precoz. De los mas de dieciocho
millones de personas que se estima han sido diagnosticadas de cancer en el afo 2018
a nivel mundial (139), algunos fallecerdan y otros muchos continuaran viviendo
siempre bajo una situacion expectante que les aconsejara someterse a controles
periddicos (140).

La monitorizacion de estas enfermedades es posible realizarla a través de
métodos no invasivos fundamentados en el estudio de diferentes sustancias (la
mayor parte de ellas proteinas) liberadas al torrente sanguineo por células tumorales
o no tumorales. La cuantificacion de estas proteinas o biomarcadores
(frecuentemente referidos como marcadores tumorales) es, por tanto, una practica

habitual en los centros hospitalarios a nivel mundial (141).

Uno de los biomarcadores empleados en clinica que ha sido y aun es objeto
de estudio en el CCR es el Antigeno Carcinoembrionario o CEA. Los valores
prequirirgicos elevados por encima de 5ng/mL son indicativos de un prondstico
desfavorable de la enfermedad ya que una elevacion de dichos valores durante la

fase libre de enfermedad puede ser indicativos de recurrencia a nivel hepatico (142).

Recientemente se ha descubierto que FAP no sélo se encuentra asociada a la
membrana plasmatica de las células, sino que también dispone de una fraccion
soluble en sangre periférica (69) (143). Haber podido contar con plasma de pacientes
de CCR ha posibilitado analizar el valor de FAP soluble (FAPs) y ha supuesto, por

tanto, una oportunidad para evaluar de forma completa el papel de FAP en el CCR.

Segun lo descrito previamente (89) (106) y lo observado en nuestro estudio,
FAP no se expresa en la mucosa intestinal normal y si en el CCR, y ademas su
expresion aumenta a medida que la neoplasia se hace mas infiltrante. De este
resultado en el tejido tumoral podria deducirse que los niveles de FAPs en el plasma
deberian incrementarse en pacientes con CCR respecto a sujetos sanos. Pero el
argumento segun el cual el peso de la secrecion de FAPs recae Unicamente sobre el
tumor, resulta poco consistente ya que no partimos de la ausencia total de FAPs en
el torrente sanguineo, tal y como hemos podido comprobar al analizar el plasma de
individuos sanos. La presencia de niveles basales de FAPs en el plasma ha sido
descrita en varios estudios y se ha sugerido un origen diverso, como el higado, el

tejido adiposo y el sistema inmune (144). Teniendo en cuenta que en el cancer el
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organismo sufre cambios mas alla del 6rgano donde crece el tumor, seria esperable
gue estos cambios afecten de algin modo a la FAPs y que, por lo tanto, el origen de

sus alteraciones a nivel plasmatico no se limite al tumor.

En el estudio de Javidroozi y cols. (74) se observd que los niveles de FAPs
descendian respecto a los niveles basales en sujetos control, algo que hemos podido
corroborar en nuestro estudio. Pero, ademas, en esta tesis demostramos que existe
una relacién inversa con el tamano tumoral y que los niveles bajos de FAPs (por
debajo de 30ng/mL) se asocian de forma independiente con una peor supervivencia

de los pacientes con CCR.

Una de las hipotesis para explicar este fendmeno sugiere que lo observado
con la FAPs vendria a ser similar a lo que ocurre con algunos reactantes de fase
aguda en procesos inflamatorios (como la transferrina y albumina), cuyos niveles
plasmaticos también bajan (145). Por otro lado, existen trabajos que describen a la
FAPs como un factor que tiene como sustrato a la a-2-antiplasmina (146) (147),
enzima responsable de la estabilizacion del coagulo de fibrina a través de la rapida
inhibicion de plasmina en el mismo (74). La catalizacion de dicha enzima por parte
de la actividad endopeptidasa de FAP, lejos de inhibir su accién antifibrinolitica, la
potencia aun mas (76). Por lo tanto, podria inferirse que una disminucién de los
niveles de FAPs podria indirectamente favorecer una situacion antitrombotica o

cuanto menos atenuar la funcion antifibrinolitica de a-2-antiplasmina (148).

El CCR, al igual que otro tipo de neoplasias, expone al individuo que lo padece
a una situacion de hipercoagulabilidad propensa al desarrollo de trombosis vasculares
(149) que, ya en 1.977, el equipo de trabajo del departamento de cirugia de la
Universidad de Arizona vinculd con la migracion a distancia de las células tumorales
(150). En este sentido y, dado que una buena parte de la produccidén de FAPs parece
tener lugar de manera fisioldgica por parte de nuestro organismo (75), cabria pensar
gue el descenso de los niveles de FAPs en el CCR constituiria una respuesta protectora
del organismo dirigida a evitar un estado protrombdtico. Un ejemplo de trabajo que
contrasta esta hipotesis es el desarrollado por Uitte De Willige y colaboradores en los
que se afirma que los niveles de FAPs decrecen en las fases inmediatamente

posteriores a un evento arterial trombodtico (146).

Estudios realizados por el grupo donde se enmarca esta tesis han demostrado
gue también otras peptidasas muestran niveles de expresion muy divergentes en el
tejido tumoral y plasma de pacientes con CCR (151) (152) (153). Por ejemplo, los
altos niveles plasmaticos de la dipeptidil-peptidasa IV/CD26 (DPPIV/CD26), serina
peptidasa homodloga de la FAP, son un factor prondstico independiente para una peor

supervivencia de los pacientes con CCR (151). Sin embargo, en el tejido no hay
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diferencias sustanciales que asocien expresion inmunohistoquimica de esta peptidasa
y prondstico. La baja actividad de la aminopeptidasa N/CD13 (APN/CD13) en el
tejido, pero alta en el plasma es también un factor prondstico independiente de peor
supervivencia (153). Ademas, en ambos casos los niveles en el plasma de sujetos
control fueron parecidos o superiores a los pacientes con CCR. Nuestra hipotesis
apoya la idea de la participacion de diferentes drganos y tejidos, ademas del propio

tumor, en los cambios observados en los niveles plasmaticos de las peptidasas (74).

En conclusion, al igual que lo observado en estudios previos con otras
peptidasas (151) (153), la determinacion de niveles de FAPs se presenta como un
potencial biomarcador plasmatico de CCR. Sus diferentes fuentes de produccion y
dinamismo en el proceso carcinogenético obligan, sin embargo, a dar continuidad a
este estudio. Para ello son necesarios nuevos trabajos que sean capaces de explicar
cual es el mecanismo concreto por el que el descenso significativo de los niveles de

FAPs implica un futuro oscuro en la evolucidon del CCR.

5.6 PERSPECTIVAS DE FUTURO Y APLICACIONES TERAPEUTICAS

La expresion inmunohistoquimica de FAP en hasta un 70% de CCR primarios
supone un paso mas en la busqueda de herramientas encaminadas a realizar un
diagnostico coste-efectivo y psicologicamente menos traumatico para el paciente.
Pequefios estudios corroboran la experiencia de este grupo en la practica asistencial
diaria en el diagdstico de biopsias endoscopicas, segun la cual hasta un 20% de
pacientes con lesion primaria endoscopica y radioldgicamente visible requieren de la
repeticion del procedimiento endoscopico que aporte una histologia positiva (154).
La expresion de FAP constituye un apoyo mas en favor del diagndstico de una lesion
invasiva en aquellos casos en los que la superficialidad de la muestra, aunque
morfolégicamente lo sugiera, no permite confirmarlo. Claro estd que existe un
espectro de aproximadamente un 10% de casos de displasia intraepitelial de alto
grado que, tal y como se sugeria en capitulos anteriores, requieren de un estudio

adicional que valore la expresion de FAP.

Que la asociacion de un perfil estromal FAP + / celularidad epitelial tumoral
B-Catenina nuclear adquiera valor prondstico negativo es sindnimo del refuerzo que
supone para la expresion de FAP la activacion de la via Wnt / B-Catenina en la
evolucion del CCR. Se abren asi nuevos horizontes terapéuticos que pudieran
interrumpir dicho vinculo. Sin embargo, como se ha sugerido en parrafos anteriores,
la activacion de esta via no es, ni mucho menos, exclusiva de FAP. Asi como dianas
dirigidas a obstaculizar la falta de degradacidon de B-Catenina por mutaciones en APC

estan en proceso, existe la duda de que terapias dirigidas exclusivamente contra FAP
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puedan llegar a resultar efectivas (90). Mas aun, no se puede olvidar que la activacion
de Wnt / B-Catenina a través de la via candnica es en esencia un proceso fisioldgico
de cuyo desarrollo depende el normal funcionamiento de diferentes tejidos (152)
(155).

Las expectativas futuras pasan, por tanto, por considerar los valores de FAPs
como potenciales notificadores del estado de la enfermedad en los pacientes de Adc.
La deteccion precoz del CCR, los avances en la practica quirargica y el desarrollo de
nuevos arsenales médicos posibilitan hoy en dia prolongar la supervivencia de
algunos de estos pacientes pero no, sin embargo, disminuir la mortalidad (139)
(140). Cuantificar y definir limites en los valores de FAPs puede aportar de manera

no invasiva informacion esencial acerca de la evolucion de la enfermedad.

87



Andlisis de la Proteina de Activacion de Fibroblastos a (FAP) en el Carcinoma Colorrectal

6. CONCLUSIONES

1. La expresion de FAPen el estroma puede ser indicativo de infiltracion mural.
La ausencia de expresion en adenomas de bajo grado y su expresion en

muchos CCR asi lo sugieren.
2. La expresion de FAP es mayor en AdC que en MuC y SrcC.

3. La expresion de FAP es mayor en el tumor primario que en las metastasis y
parece jugar un papel determinante en las primeras fases del crecimiento
mural. Su expresidn, sin embargo, no puede ser utilizada como un parametro

predictivo de metastasis y supervivencia.

4. La expresion conjunta de FAPy B-Catenina nuclear en el frente de infiltracion
tumoral y en metastasis ganglionar locorregional predicen metastasis a

distancia y peor supervivencia cancer-especifica y libre de enfermedad.

5. Los pacientes con AdC presentan niveles inferiores de FAPs respecto a los
sujetos sanos. Ademas, cuanto mas bajos son los niveles de FAPs, la invasion
de vasos linfaticos es mayor y la supervivencia es peor (niveles inferiores a
30ng/mL. La determinacion de niveles en plasma de FAPs podria, por tanto,

considerarse un potencial biomarcador diagndstico y prondstico en CCR.
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Tabla S1. Estadificacion AJCC (American Joint Comitee on Cancer) del CCR (82 edicion). La
combinacion de la profundidad de invasion parietal del tumor primario, la afectacién ganglionar
locorregional y las posibles metastasis a distancia dan lugar a un sistema de estadificaciéon tumoral de uso

universal en los diferentes comités de tumores hospitalarios (22).

|~ | M| estadio
Tis NO MO 0

T1,T2 NO MO I
T3 NO MO IIA
T4a NO MO 1B
T4b NO MO IIC
T1-T2 N1/Nic MO IIIA
T1 N2a MO IIIA
T3-T4a N1/Nic MO II1B
T2-T13 N2a MO II1B
T1-T2 N2b MO II1B
T4a N2a MO IIIC
T3-T4a N2b MO IIIC
T4b N1-N2 MO IIIC
Cualquier T Cualquier N Mila IVA
Cualquier T Cualquier N M1b IVB
Cualquier T Cualquier N Milc vC
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Tabla S2. Categorizaciéon del grado histolégico AJCC (American Joint Comitee on Cancer) del
CCR (82 edicidon). La mayor o menor similitud morfolégica de la histologia de la tumoracién respecto a

la cripta glandular no neoplasica va a marcar el grado de diferenciaciéon tumoral (11) (22).

Grado Histolégico

Gx El grado no puede ser determinado
G1 Bien diferenciado )

Bajo grado
G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pobremente diferenciado

Alto grado
G4 Indiferenciado
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Tabla S3. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y BCAT nuclear en el centro del tumor primario. Se incluyen Odds ratio (OR) e
Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo fue estadisticamente significativo
(p=0,003). Test Hosmer-Lemershow (p=0,664). R2 Nagelkerke (p=0,091). Los resultados
estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Centro
Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,581 -0,14 0,865 0,517 1,448
Regresion
Logistica pT 0,001 0,92 2,500 1,432 4,367
Multiple
N 0,300 0,23 1,254 0,818 1,923
FAP(+)/BCAT(N) 0,241 -0,14 0,871 0,691 1,097
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Tabla S4. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y BCAT nuclear en la metastasis en ganglio linfatico locorregional. Se incluyen
Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo no fue
estadisticamente significativo (p=0,084). Test Hosmer-Lemershow (p=0,894). R2 Nagelkerke (p=0,061).
Los resultados estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Metastasis Locorregional

Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,796 -0,07 0,929 0,531 1,625
Regresion
Logistica pT 0,036 0,65 1,922 1,042 3,544
Multiple
N 0,159 0,44 1,554 0,842 2,869
FAP(+)/BCAT(N) 0,454 -0,11 0,892 0,662 1,203
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Tabla S5. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y CD44 alto en el centro del tumor primario. Se incluyen Odds ratio (OR) e
Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo fue estadisticamente significativo
(p=0,004). Test Hosmer-Lemershow (p=0,821). R2 Nagelkerke (p=0,088). Los resultados
estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Centro
Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,387 -0,22 0,798 0,478 1,331
Regresion
Logistica pT 0,002 0,87 2,381 1,376 4,122
Multiple
N 0,256 0,24 1,277 0,837 1,949
FAP(+)/CD44 alto 0,458 -0,57 0,944 0,812 1,098
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Tabla S6. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y CD44 alto en el frente de infiltracion del tumor primario. Se incluyen Odds
ratio (OR) e Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo fue estadisticamente
significativo (p=0,003). Test Hosmer-Lemershow (p=0,895). R2 Nagelkerke (p=0,097). Los resultados
estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Frente de Infiltracion

Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,540 -0,16 0,848 0,500 1,438
Regresion
Logistica pT 0,001 0,96 2,617 1,500 4,568
Multiple
N 0,483 0,15 1,167 0,758 1,795
FAP(+)/CD44 alto 0,237 0,11 1,113 0,932 1,330
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Tabla S7. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y CD44 alto en la metastasis en ganglio linfatico locorregional. Se incluyen
Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo no fue
estadisticamente significativo (p=0,131). Test Hosmer-Lemershow (p=0,860). R2 Nagelkerke (p=0,052).

Los resultados estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Metastasis Locorregional

Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,538 -0,17 0,841 0,485 1,459
Regresion
Logistica pT 0,063 0,57 1,770 0,970 3,228
Multiple
N 0,184 0,41 1,510 0,822 2,776
FAP(+)/CD44 alto 0,966 0,01 1,005 0,805 1,254
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Tabla S8. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:
Expresion de FAP y CiclinaD1 alto en el centro del tumor primario. Se incluyen Odds ratio (OR) e
Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo fue estadisticamente significativo
(p=0,002). Test Hosmer-Lemershow (p=0,606). R2 Nagelkerke (p=0,094). Los resultados
estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Centro
Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,392 -0,22 9,801 0,483 1,330
Regresion
Logistica pT 0,002 0,86 2,374 1,373 4,106
Multiple
N 0,222 0,26 1,302 0,853 1,987
FAP(+)/Ciclina D1 alto 0,273 0,08 1,087 0,936 1,263
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Tabla S9. Regresion Logistica Multiple para predecir metastasis en el momento del diagnéstico:

Expresion de FAP y CiclinaD1 alto en el frente de infiltracion del tumor primario. Se incluyen

0Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus el modelo fue estadisticamente
significativo (p=0,005). Test Hosmer-Lemershow (p=0,964). R2 Nagelkerke (p=0,087). Los resultados
estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Frente de Infiltracion

Variables p valor OR Inferior Superior
Grado 0,425 -0,21  ,812 0,488 1,353
Regresion
Logistica pT 0,003 0,83 2,292 1,328 3,957
Multiple
N 0,223 0,27 1,310 0,848 2,024
FAP(+)/Ciclina D1 alto 0,261 0,08 1,088 0,939 1,260

119



Andlisis de la Proteina de Activacion de Fibroblastos a (FAP) en el Carcinoma Colorrectal

Tabla S10. Regresion Logistica Miltiple para predecir metastasis en el momento del
diagnoéstico: Expresion de FAP y CiclinaD1 alto en la metastasis en ganglio linfatico
locorregional. Se incluyen Odds ratio (OR) e Intervalos de Confianza. De acuerdo con el Test Omnibus
el modelo no fue estadisticamente significativo (p=0,138). Test Hosmer-Lemershow (p=0,503). R2

Nagelkerke (p=0,051). Los resultados estadisticamente significativos se resaltan en negrita.

Metastasis Locorregional

Variables p valor B OR Inferior Superior
Grado 0,756  -0,08 918 0,537 1,572
Regresion
Logistica pT 0,070 0,54 1,724 0,957 3,105
Multiple
N 0,358 0,28 1,324 0,728 2,409
FAP(+)/Ciclina D1 alto 0,278 0,11 1,116 0,915 1,360
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Tabla S11. Analisis univariante (modelo de regresion de Cox) de las variables clinico-

patolégicas y la combinacion FAP(+)/BCAT(N) en el frente de infiltracion del tumor primario

para predecir supervivencia cancer-especifica a los 5 aflos. Se incluyen Odds ratio (OR) e intervalos

de confianza inferior y superior al 95%.

FRENTE INFILTRACION

5-CSs
Variables p valor OR Inf. Sup.
FAP(+)/BCAT(N) <0,001 1,189 1,079 1,311
Grado 0,012 1,441 1,085 1,915
Cox univariante pT <0,001 2,021 1,528 2,673
N 0,022 1,284 1,036 1,592
M <0,001 2,161 1,596 2,927
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Tabla S12. Analisis multivariante (modelo de regresion de Cox) de las variables clinico-
patolégicas y la combinacion FAP(+)/BCAT(N) en el frente de infiltracion del tumor primario y
metastasis en ganglio linfatico para predecir supervivencia cancer-especifica a los 10 afos. Se

incluyen Odds ratio (OR) e intervalos de confianza inferior y superior al 95%.

Frente de Infiltraciéon / 10-CSS

Variables p valor OR Inf. Sup.

pT 1x10-4 1,68 1,28 2,19

Regresién de Cox M 0,001 1,64 1,24 2,17
Mudltiple

FAP(+)/BCAT(N) 0,003 1,15 1,05 1,26
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Tabla S13. Analisis multivariante (modelo de regresion de Cox) de las variables clinico-
patolégicas y la combinacion FAP(+)/BCAT(N) en el frente de infiltracion del tumor primario y
metastasis en ganglio linfatico para predecir tiempo libre de enfermedad a los 10 afios. Se
incluyen Odds ratio (OR) e intervalos de confianza inferior y superior al 95%.

Frente de Infiltraciéon / 10-DFS Metastasis Locorregional / 10-DFS

Variables p valor OR Inf. Sup. p valor OR Inf. Sup.
. pT 0,03 1,47 1,04 2,08 0,02 1,61 1,09 2,39
Regresioén
de Cox
Maltiple FAP(+)/BCAT(N) 0,03 1,14 1,01 1,29 0,01 1,31 1,11 1,54
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Figura S1. Imagenes de tinciones inmunohistoquimicas de FAP, B-Catenina, CD44 y Ciclina D1. Se ilustra todo el espectro de resultados inmunohistoquimicos

obtenidos en las diferentes localizaciones anatémicas a estudio en la evolucion del Adc (centro de tumor primario, borde de infiltracién, metdastasis locorregional en ganglio

linfatico y metastasis hepatica a distancia).
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Supervivencia

Categoria % n

Nodo O

N ivo

N Muerto

708 B85
29,2 35

Total

1000 120

| =l

FAPsol

Mejora=0,030

<= 3i3,11 > 30|.11

Nodo 1 Nodo 2
Categoria % n Categoria % n
" Vivo 300 3 " Vivo 795 82
¥ Muerto 700 7 ¥ Muerto 255 28
83 10 Total 91,7 110

Figura S2. Valores de corte para determinacién de Supervivencia cancer-especifica segin

método CRT. El nivel de FAPs 30,11 ng/mL permitié separar de manera significativa (p=0.03) en dos

grandes grupos a los pacientes de AdC vivos (30% versus 74%).
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