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Resumen 
 
Introducción: Durante el proceso de carcinogénesis del CCR, hay una 

acumulación progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas en la transición 

tejido normal-adenoma-adenocarcinoma. A partir de éstas, ha sido posible 

establecer un consenso de diferentes subtipos tumorales, y dónde se pone de 

manifiesto la heterogeneidad tumoral del CCR. A nivel clínico, sólo disponemos en 

el momento actual de la mutación en RAS, como factor de selección de tratamiento, 

por lo que globalmente tratamos a los pacientes de CCR de forma homogénea, 

pero su pronóstico es muy variable, probablemente por la propia heterogeneidad 

que esta neoplasia presenta. En este trabajo se pretende valorar el uso de la 

epigenética como herramienta diferenciadora de la heterogeneidad tumoral.  

Primero, analizando la heterogeneidad intratumoral espacial, determinando 

epigenéticamente cuáles son las regiones del propio tumor más divergentes, y 

posteriormente estudiando la heterogeneidad intertumoral e intratumoral temporal, 

definiendo las regiones del tumor que son más similares a la metástasis pareada. 
Metodología: Se reclutaron muestras de tejido incluido en parafina de 79 pacientes 

con CCR, incluyendo 23 casos con metástasis hepáticas pareadas, desde 1990 

hasta 2012, procedentes de H. Germans Trias i Pujol y del H. Valle Hebrón. Se 

incluyeron de forma retrospectiva habiendo firmado el consentimiento informado. 

En el Servicio de Anatomía Patológica se realizó la delimitación de las regiones a 

estudio, para una posterior macrodisección, y para el análisis de características 

histopatológicas de las muestras. El análisis de los perfiles de metilación del ADN 

se realizó mediante la tecnología de microarrays de Illumina, y el análisis de datos 

mediante el entorno estadístico R. El análisis estadístico de las variables clínico-

patológicas y moleculares se realizó mediante el software SPSS. 
Resultados: Brevemente, las características clínico-patológicos y moleculares de 

la cohorte de estudio fueron: edad mayor de 60 años en un 60%, enfermedad 

localizada en un 80%, localización colon izquierdo en un 60%, MSI 14%, fenotipo 

MSI y mutación en BRAF en un 14%, KRAS mutado en un 29%. Se delimitaron 3 

regiones intratumorales: una más cercana al tracto digestivo (TS), una masa 

tumoral central (CB) y el frente invasor (IF). Se analizó el perfil de metilación de 
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cada región en cada paciente, mostrando diferencias estadísticamente 

significativas en solamente un 9% de posiciones CpG analizadas, siendo la 

heterogeneidad intertumoral mayor que la intratumoral, así como el IF de la región 

intratumoral más epigenéticamente diferente en un 49% de los casos. A partir de la 

conversión cuantitativa del nivel de heterogeneidad intratumoral mediante la 

generación de un coeficiente, se determinó una asociación significativa con el 

pronóstico de la enfermedad en esta cohorte, siendo los casos más homogéneos, 

los que presentan un pronóstico más pobre. Por último, en el contexto de la 

heterogeneidad intratumoral temporal, observamos que la región intratumoral del 

tumor primario más epigenéticamente parecida a su metástasis pareada era la TS. 

Conclusiones: Existe la heterogeneidad intratumoral a nivel epigenético, siendo el 

frente invasor la región más epigenéticamente diferente. La heterogeneidad 

intratumoral se presenta en solamente un 9% de posiciones interrogadas, y es 

menor que la intertumoral, pero sus niveles tienen un papel como factor pronóstico 

en la presente cohorte. La región intratumoral que presenta mayor similitud 

epigenética con su metástasis pareada es la TS, hipotetizando que la extravasación 

metastásica se podía dar en fases tempranas de la progresión tumoral. 
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Summary 

 
Introduction: During the carcinogenesis process of CRC, there is a progressive 

accumulation of genetic and epigenetic alterations in the normal tissue-adenoma-

adenocarcinoma transition. Based on these, it has been possible to establish a 

consensus of different tumor subtypes, and where the tumor heterogeneity of CRC 

is revealed. At the clinical level, nowadays only mutations in RAS are used as 

treatment selection factor, so globally CRC patients are homogeneously treated, 

though their prognosis is highly variable, probably due to the heterogeneity that this 

neoplasia presents. In thiswork we want to assess the use of epigenetics as a 

differentiating tool for tumor heterogeneity, firstly analyzing spatial intratumoral 

heterogeneity, secondly determining epigenetically which are the most divergent 

regions of the tumor itself, and later studying intertumoral and temporal intratumoral 

heterogeneity, defining the regions of the tumor that are most similar to paired 

metastasis. 

Methodology: Paraffin-embedded tissue samples were recruited from 79 CRC 

patients, including 23 cases with paired liver metastases, from 1990 to 2012, from 

H. Germans Trias i Pujol and H. Valle Hebron. They were included retrospectively, 

having signed the informed consent. In the Pathological Anatomy Service, the 

delimitation of the study regions was carried out, for a subsequent macrodissection, 

and for the analysis of histopathological characteristics of the samples. Analysis of 

DNA methylation profiles was performed using Illumina microarray technology, and 

data analysis using R statistical environment. Statistical analysis of 

clinicopathological and molecular variables was performed using SPSS software. 

Results: Briefly, the clinical-pathological and molecular characteristics of the study 

cohort were: 60% age older than 60 years, 80% localized disease, 60% left colon 

localization, MSI 14%, MSI phenotype and mutation in BRAF by 14%, KRAS 

mutated by 29%. 3 intratumoral regions were delimited: one closer to the digestive 

tract (TS), a central tumor mass (CB) and the invasive front (IF). The methylation 

profile of each region was analyzed in each patient, showing statistically significant 

differences in only 9% of the CpG positions analyzed, intertumoral heterogeneity 

being greater than intratumoral, as well as the IF of the intratumoral region more 
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epigenetically different by 49 % of the cases. From the quantitative conversion of 

the level of intratumoral heterogeneity through the generation of a coefficient, a 

significant association with the prognosis of the disease in this cohort was 

determined, with the most homogeneous cases being those with a poorer 

prognosis. Finally, in the context of temporal intratumoral heterogeneity, we 

observed that the intratumoral region of the primary tumor most epigenetically 

similar to its paired metastasis was the TS. 

Conclusions: There is intratumoral heterogeneity at the epigenetic level, with the 

invasive front being the most epigenetically different region. The intratumoral 

heterogeneity is present in only 9% of the interrogated positions, and it is lower than 

the intertumoral heterogeneity, but its levels have a role as a prognostic factor in the 

present cohort. The intratumoral region that presents the greatest epigenetic 

similarity with its paired metastasis is the TS, hypothesizing that metastatic 

extravasation could occur in the early stages of tumor progression. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 

1.1 EPIDEMIOLOGÍA 
El cáncer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de mortalidad y 

morbilidad a nivel mundial (Fig.1).  En el 2020, el CCR, fue la tercera causa más 

frecuente de cáncer, comprometiendo al 10% de los tumores diagnosticados 

(1.849.518 nuevos casos estimados por año), tras el cáncer de pulmón y de mama; 

siendo la segunda causa de mortalidad, 9,2% (880.792 número de muertes 

estimadas por año) tras el cáncer de pulmón.  

En términos geográficos, la incidencia y prevalencia del CCR ha aumentado en los 

países industrializados del mundo occidental, aunque hay que decir que en los 

últimos años las tasas de incidencia, y mortalidad han presentado un gran 

incremento en la Europa del Este, Latino América y Asia1. 
 

 
Figura 1. Gráficos de incidencia y mortalidad de los 10 tipos tumorales más frecuentes en ambos 
sexos a nivel mundial. (Fuente GLOBOCAN 2020, ver referencia 1). 
 

 

El incremento, tanto en la prevalencia como en la incidencia del CCR, parece estar 

derivado del estilo de vida occidental, con aumento de ingesta de carnes rojas, bajo 

consumo de fibra y verduras, y la obesidad, debiendo añadirse factores genéticos 

y ambientales (Fig. 2). 
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Figura 2.  Datos de incidencia del cáncer de colon (izquierda), y de recto (derecha) en diferentes 
zonas geográficas divididos por sexos, y estandarizados por edad (Fuente GLOBOCAN 2020, ver 
referencia 1). 
 

 

En Estados Unidos, la incidencia del CCR ocupaba también la tercera posición en 

frecuencia por cáncer en 2019, tanto en varones como en mujeres (9% con 78.550 

nuevos casos en varones, 8% y 67.100 nuevos casos en mujeres), siendo la tercera 

causa de mortalidad por cáncer en ambos sexos (9% con 27.640 muertes en 

varones, 8% con 23.380 muertes en mujeres)2,3.  

No obstante, y basándonos en datos de la Sociedad Americana de Oncología, el 

CCR ha descendido alrededor de un 30%, en los últimos 10 años, debido a la 

implementación de efectivas campañas de cribado poblacional4. 

El CCR, es el tumor con mayor incidencia en España con un 13.7% de los casos, 

por delante del cáncer de mama (12.1%) y de próstata (11.7%); siendo la segunda 

causa de mortalidad por cáncer (15.64%), por detrás del cáncer de pulmón 

(21.62%), y por delante del cáncer de páncreas (6.87%)5. 

 
1.2 CAUSAS Y FACTORES DE RIESGO 

La mayoría de los tumores colorectales son histológicamente adenocarcinomas 

(90%), que se desarrollan desde las células del epitelio glandular de colon y recto; 

si bien hay que incluir otros subtipos histológicos menos frecuentes como el 

carcinoma escamoso, adenoescamoso, y el indiferenciado. 



 
 

 
 

15 

Aproximadamente el 60-65% de los casos de CCR son esporádicos (individuos sin 

una historia familiar de CCR, o sin presencia de mutaciones germinales, que 

incrementan el riesgo de CCR) a través de la adquisición de mutaciones genéticas 

somáticas genéticas, y alteraciones epigenéticas aberrantes, atribuibles a factores 

de riesgo ambientales6. 

Se ha estimado que el CCR, tiene algún componente hereditario, en un 35-40% de 

los casos: un 25-30%, tienen una historia familiar de CCR, sin presentar un 

síndrome de cáncer hereditario evidente. Sólo un 5% de los casos, pueden ser 

atribuidos a un síndrome de cáncer hereditario (tabla 1), como el cáncer de colon 

hereditario no polipósico (síndrome de Lynch), o la poliposis familiar adenomatosa, 

causada por mutaciones genéticas en las células de la línea germinal con alta 

penetrancia de susceptibilidad genética (como MLH1 y APC, respectivamente)7-10. 

Si bien los factores genéticos contribuyen a la aparición de CRC, su incidencia se 

ve afectada por la presencia de múltiples factores ambientales (dieta rica en grasas 

y carnes, sedentarismo, obesidad, hábitos enólico, tabaquismo).  

En pacientes con enfermedades inflamatorias (Colitis Ulcerosa, enfermedad de 

Crown), se ha objetivado una incidencia de cáncer colorrectal del 1-2%.  

 

1.3 CARCINOGÉNESIS DEL CCR 
La historia natural del CCR se puede dividir en cuatro etapas: iniciación, promoción, 

progresión y metástasis11. El proceso de iniciación envuelve a los daños genéticos 

y epigenéticos irreversibles en el ADN, que predisponen a las células normales a 

una transformación a células neoplásicas. En la etapa de promoción, las células 

proliferan, adquiriendo un crecimiento anormal (hiperplasia). En la fase de 

progresión, las células adquieren un crecimiento selectivo, conferido por las 

alteraciones genéticas y epigenéticas, adquiriendo características de malignidad, y 

con potencial metastásico (neoplasia). La última etapa de metástasis viene 

marcada por la diseminación de las células cancerígenas desde el órgano primario, 

a otros órganos o tejidos, a través de la vía sanguínea o linfática. 

 

De forma global, el CCR esporádico, es el resultado de la acumulación de 

mutaciones somáticas o alteraciones epigenéticas el ADN de las células, por lo que 

el proceso de carcinogénesis se clasifica en tres subcategorías: inestabilidad 
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cromosómica (CIN), fenotipo metilador en islas CpG (CIMP), e inestabilidad de 

microsatélites (MSI)12-13. 
 
Tabla 1. Listado de síndromes hereditarios en el CCR 
 

Síndrome Gen Mutado Locus Herencia Función 
     

FAP APC 5q AD Inhibición de la vía WNT 
HNPCC MLH1  3p AD MMR 

 MSH2   2p AD MMR 

 MSH6   2p AD MMR 

 PMS2    7p AD MMR 
MAP MYH  1p AR REB 
Peutz-Jegher LKB1  19p AD Serina-treoninaKinasa 
Poliposis juvenil   SMAD4 18q AD Señalización TGF-ß 

 
ALK3 10q AD Señalización TGF-ß y 

BMPA 
Cowden PTEN 10q AD Inhibición señal AKT 

     
Abreviaturas: FAP (PoliposisAdenomatosa Familiar), HNPCC (CCR no Polipósico), MMR (Miss matchRepair), AD 
(Autosómico Dominante), REB (Reparación por Escisión de Bases), AR (Autosómica Recesiva), MAP (MYHPoliposis 
Asociada).  

 
El fenotipo CIN, hace referencia a las anormalidades en el número de copias de los 

cromosomas, así como en su estructura, que provocan errores durante la mitosis 

celular. CIMP es un fenotipo asociado a modificaciones epigenéticas, que hacen 

referencia a la hipermetilación en regiones en el ADN de alta densidad de 

dinucleótidos repetitivos CG (también denominadas islas CpG), que se dan en la 

región del promotor de los genes supresores de tumores (tales como MLH1, 

MINT1,2 y 3) que silencian su expresión génica. El fenotipo MSI se caracteriza por 

la presencia de alteraciones en la longitud de los microsatélites (cortas repeticiones 

de nucleótidos en tándem en las secuencias de ADN)14. Su presencia es debida a 

una pérdida funcional de los mecanismos de reparación del MMR, siendo la 

hipermetilación del promotor de estos genes, la mayor causa del silenciamiento de 

su expresión. MSI y CIMP, presentan características fenotípicas diferentes, pero no 

excluyentes entre ellas. 

Si hablamos del fenotipo MSI, es bueno, introducir, su significado tanto pronóstico, 

como de potencial predicción de respuesta a un tratamiento de terminado, que se 

abordará en apartados posteriores. Brevemente, el fenotipo MSI, tiene buen 

pronóstico en estadios de CCR localizados, pero esta misma alteración, dentro de 
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la enfermedad avanzada, supone un subtipo tumoral de características muy 

agresivas, que le hacen ser el de peor pronóstico. A nivel de práctica clínica, y en 

su papel en la predicción de eficacia terapéutica, los tumores en estadios 

localizados, sometidos a cirugía, no se benefician del tratamiento complementario 

adyuvante con fluoropirimidinas, e incluso su uso es perjudicial en dicha población. 

Si nos centramos en la población metastásica, el fenotipo MSI, comporta la creación 

de una proteína truncada, comportando la creación de gran número de 

neoantígenos tumorales, dando lugar a una alta carga mutacional, que les hace 

altamente sensibles a tratamientos con inmunoterapia. 

Dentro del proceso de carcinogénesis, es clave la aparición previa de una lesión 

benigna, el pólipo. Estas lesiones son fácilmente visibles, y tratables 

endoscópicamente, y más sabiendo que precisan una media de 10 años para 

convertirse en un CCR. Teniendo esto en cuenta, disponemos de una ventana para 

la prevención del CCR. 

Los dos tipos de pólipos más frecuentes como precursores del CCR son: pólipos 

adenomatosos, y serrados. El 85-90% de los CCR esporádicos proceden de pólipos 

adenomatosos; menos del 10% de éstos, progresan a CCR, y suelen ser lesiones 

de más de 1 cm, de alto grado de displasia, con componente velloso. Los pólipos 

serrados forman un grupo muy heterogéneo (hiperplásicos, adenoma sésil serrado, 

adenoma tradicional serrado, mixtos). Corresponden al 10-15% de los CCR 

esporádicos, siendo los hiperplásicos, los más prevalentes (85-90% de los casos 

de adenomas serrados)15. 

El CRC aparece por diferentes procesos de carcinogénesis, como es la secuencia 

adenoma-carcinoma, mecanismo de los pólipos serrados, y por un mecanismo 

inflamatorio (Fig.3). 

El modelo de la secuencia adenoma-carcinoma es el más frecuente, y explica la 

aparición del 90% CCR. En este modelo aparecen de forma gradual una 

acumulación de alteraciones genéticas y epigenéticas, que conllevan la 

transformación de las células normales en pequeños adenomas, para finalizar con 

la aparición de CCR. Las mutaciones inactivadoras en APC, un oncogén supresor 

de tumores, da lugar a una hiperactivación de la vía WNT/ß-Catenina16, provocando 

una proliferación celular no controlada, y el desarrollo de adenomas. Subsiguientes 

mutaciones en el gen KRAS, promueven el crecimiento del adenoma, y 

conjuntamente con la inactivación del gen supresor TP53, contribuyen a la 
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progresión a CCR17. La secuencia adenoma-carcinoma está asociada, con el 

desarrollo del subtipo de CCR con inestabilidad cromosómica (CIN+). 

 
 
Figura 3. Vías de carcinogénesis del CCR (referencia 16).  Secuencia Adenoma-carcinoma (85-
90% CCR esporádicos con alto CIN) en la fila superior. Vía serrada (10-15% CCR esporádico con 
alto CIMP) en la fila central. Vía inflamatoria (menos del 2% del CCR) en la fila inferior. 
 

La carcinogénesis por vía serrada se caracteriza por la progresión de células 

normales a pólipo hiperplásico, adenoma sésil serrado, para acabar en una 

neoplasia. En esta vía, la presencia de la mutación en el oncogen BRAF, es un 

evento precoz y fundamental, que induce una proliferación descontrolada, a través 

de la activación constitutiva de la vía MAPK. La presencia de fenotipo CIMP, 

promueve la progresión de adenomas serrados sésiles a adenocarcinomas, 

evidenciándose hasta en un 90% de los adenomas serrados la presencia de 

CIMP18-20. Las mutaciones en BRAF han emergido en los últimos años, en diversos 

tumores, como un factor de mal pronóstico, y también como factor predictivo 

positivo de eficacia al tratamiento con inhibidores de BRAF. Su presencia en CCR, 

supone un subgrupo de pacientes con tumores altamente agresivos, con un patrón 

de diseminación distinto al habitual, y con pobre respuesta a los agentes 

quimioterápicos habituales. 

Finalmente, se ha sugerido una tercera vía de carcinogénesis, que es la que 

envuelve a todos los procesos de inflamación intestinal crónica, y particularmente 

a la colitis ulcerosa, dónde el riesgo de padecer CCR, es 3-4 veces mayor que en 

la población general, pudiendo explicar, no obstante, menos del 2% de los CCR. 

En este subgrupo de pacientes, partimos de una mucosa no displásica, sin 

presencia de pólipos, pasando a un bajo grado, y posteriormente a un alto grado 
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de displasia, hasta la formación de un CCR. El tiempo, y la frecuencia de eventos 

moleculares, difiere en gran medida, de las otras dos vías de carcinogénesis: 

aparición temprana de mutaciones en P53 (70% de los casos), infrecuente la 

presencia de mutaciones en APC (13%), y cuando aparecen, de forma muy tardía 
21-22. 

 
1.4 DIAGNÓSTICO Y ESTADIFICACIÓN 
La sintomatología de debut del CCR es en la mayoría de los casos muy 

inespecífica, y va a depender principalmente de la localización del tumor primario. 

Así, en los tumores de colon derecho, predominan los síntomas de un síndrome 

tóxico (pérdida de peso, anorexia, astenia), y van acompañados de una anemia 

ferropénica crónica. Sin embargo, los tumores de colon transverso e izquierdo se 

manifiestan con alteraciones del cambio de ritmo deposicional (estreñimiento o 

diarreas), rectorragias, dolor abdominal cólico, e incluso debutan con un cuadro de 

oclusión intestinal. 

El diagnóstico se realiza mediante una colonoscopia completa, que debe visualizar 

desde el recto hasta el colon derecho., con biopsia de la lesión primaria. En las 

situaciones dónde es imposible franquear la tumoración, se deberá repetir, en los 

3-6 meses posteriores a la cirugía del tumor primario. Se puede precisar de un 

enema opaco, en los casos que se diagnostican con oclusión intestinal. 

De forma conjunta a la evaluación clínico-radiológica, se realiza una evaluación 

patológica de la enfermedad. La metodología de clasificación más usada en el 

diagnóstico de CCR, es el TNM de la UICC23 (International Union Against Cancer), 

y posteriormente adaptada por la AJCC24 (American Joint Committee on Cancer). 

Las características de cada estadio de la enfermedad, y su correspondencia con 

otros métodos de estadificación se muestran en la tabla 2. 
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Tabla 2.  Estadificación del CCR (Basado en AJCC, 8ª edición, 2017) 
 

Estadio. EI  EII EIII EIV 

     
E TNM. T1N0M0. A T3N0M0 A T1-2N1M0 A TnNnM1a 

 T2N0M0 B T4aN0M0     T1N2aM0 B   TnNnM1b 

  C T4bN0M0. B T3-T4aNN1/N1cM0. C TnNnM1c 

 
       T2-T3N2aM0  

 
       T1-T2NabM0  

 
  C   T4aN2aM0  

 
        T3-T4aN2bM0  

         T4bN1-N2M0  

     
Descrip. T1 inv. submucosa T3 Inv. tejperirectal   N1 1-3 ganglios afectos M1   Metástasis en uno o + 

órganos 

 
T2 inv. muscular. T4a Inv peritoneo visceral N1a 1 ganglios +  M1a Mets en 1 órgano 

 
 T4b Inv órganos adyacentes. N1b 2-3 ganglios + M1b Mets en dos o más órganos 

  
 N1c depósitos suberosa M1c Mets en peritoneo 

   N2 4 o mas ganglios  

 
  N2a 4-6 ganglios +  

   N2b 7 o mas ganglios +  

     
Tratamiento. Cirugía Cirugía+/-   Cirugía y Quimioterapia +/- 

    Quimioterapia Quimioterapia Cirugía 
     
SG 5 años. 93% A 85% A 83% 8-9% 

  B 72%  B 64%  

  C 62%  C 44%  

E. Dukes A B  C D 

E ACM  A/B1 B2-B3 C1,2,3   
     

Abreviaturas: inv. (invasión), E (estadio), SG (supervivencia global), tej (tejido), Mets (Metástasis) 
 

 

1.5 FACTORES PRONÓSTICO DEL CCR 
De la misma manera que definimos al CCR como una neoplasia heterogénea, 

existen múltiples factores que van a inferir en el pronóstico de ésta. Así, los 

podemos subclasificar dependiendo de: estado del paciente, estadio 

histopatológico tumoral, actuación de un equipo multidisciplinar, y presencia de 

marcadores moleculares e inmunológicos. También intervienen los factores 

dependientes del paciente: principalmente edad, sexo, comorbilidades y nivel 

socioeconómico.   
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En referencia a la edad, un 44% de casos de CCR, se diagnostican en edades 

superiores a los 75 años, presentando un pico entre los 85-89 años, probablemente 

debido a la acumulación de mutaciones, y pérdida de funcionalidad del sistema 

inmune. En la toma de decisiones médicas, se debería tener en cuenta el estado 

de salud global y las comorbilidades del paciente, en detrimento a la edad, 

biológica, ya que ésta, es un factor limitante a la hora de tratar de forma onco-

específica estos pacientes, teniendo una pobre representación en los estudios 

clínicos25. 

En cuanto al sexo, las mujeres presentan mayor incidencia de tumores de colon 

derecho, con fenotipo MSI, teniendo una mejor supervivencia, vinculada al efecto 

protector de los estrógenos, pero no conociéndose muy bien su mecanismo de 

acción. 

Las comorbilidades representan un importante factor pronóstico en el CCR, no sólo 

por el incremento de riesgo de muerte por causas no oncológicas, sino por la 

influencia en la mortalidad específica por cáncer. Existen varias escalas para 

medirlas, como los Criterios de Charlson, o el Performance status (PS). 

El nivel socioeconómico es un marcador pronóstico, más que un factor pronóstico. 

Los pacientes con pobre nivel socioeconómico presentan múltiples comorbilidades, 

dieta pobre, y debutan con enfermedades avanzadas. 

Por otro lado, la experiencia del equipo quirúrgico es fundamental en el pronóstico 

del CCR. Se ha demostrado que la alta calidad quirúrgica, con una cirugía 

estandarizada, tanto del colon como del recto, tiene un efecto beneficioso en la 

supervivencia de estos pacientes26. 

Respecto al diagnóstico patológico, la información macro y microscópica del tumor, 

es la base del tratamiento del CCR localizado, definido bajo el estadio TNM de las 

previamente mencionadas AJCC y UICC. Comprende información sobre el 

crecimiento del tumor, su diseminación a los ganglios linfáticos, o la formación de 

depósitos metastásicos.  Las características histopatológicas que se consideran 

factores pronósticos independientes son: la profundidad de invasión de la pared 

intestinal, el grado de diferenciación tumoral, la invasión perineural, la 

angiolinfática, la invasión extramural venosa, los depósitos extramurales tumorales 

y el budding tumoral, entendido como las células tumorales que infiltran de forma 

individual27. 
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Se han incorporado como pronósticos diferentes factores moleculares que se 

enumeran a continuación: 

• Oncogenes: mutaciones en los genes que codifican para KRAS, NRAS, 

BRAF, PIK3CA, TGF-ß, EGFR, c-ERB2, c-MYC 

• LOH 18q: pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 18 

• Alteraciones en genes supresores tumorales: p53, APC, DCC, MCC, p27. 

• Alteraciones en genes reparadores de ADN: genes del MMR (fenotipo MSI) 

• Alteraciones en vías de apoptosis: genes BCL-2, BAX, P53 

• Angiogénesis/metástasis/proliferación: TP, VEGF, MMPs, E-Cadherina, CD44 

• Alteraciones en dianas terapéuticas: TS, DPD, DHFR, GARFT, Topo I… 

Se ha de destacar la presencia de mutaciones en los oncogenes KRAS, PIK3CA y 

BRAF, derivados de la acumulación de mutaciones y, desregulación temprana de 

la vía APC/WNT, siendo factores de peor supervivencia, al contrario de los casos 

con fenotipo MSI, que son pacientes con buen pronóstico en la enfermedad 

localizada28. La presencia de mutaciones en la vía de MAPK, si bien son 

pronósticas, no tiene utilidad en la práctica clínica en la enfermedad localizada, en 

referencia a la selección de tratamiento, pero si como factores predictivos negativos 

en la enfermedad avanzada, y el uso de anticuerpo monoclonales contra el factor 

de crecimiento epidérmico (EGFR), como se comentará posteriormente. 

En referencia a la presencia de inestabilidad de microsatélites (MSI), este fenotipo, 

no sólo es un factor de buen pronóstico en la enfermedad localizada, sino que en 

el estadio II, tiene un papel como factor predictivo negativo de eficacia de las 

fluoropirimidinas29. Sin embargo, en enfermedad avanzada, MSI, es factor de mal 

pronóstico, pero factor predictivo de respuesta a inmunoterapia. 

Por otro lado, el estado inmunológico de un paciente con CCR, tiene un significativo 

impacto en su pronóstico. Un marcador de inflamación es la ratio neutrófilos 

/linfocitos (NRL), dónde un incremento de NLR, está asociado con linfocitopenias y 

neutrofilia; la linfocitopenia denota un fallo de la inmunidad celular, y la neutrofilia 

se ve en procesos de respuesta inflamatoria aguda, por lo cual, un aumento de 

NLR, indica un proceso de respuesta de inflamación sistémica, y está asociado con 

mal pronóstico30. Dentro de las múltiples células inmunes que se encuentran 

infiltradas en los tumores, los altos niveles de infiltrados linfocitarios están 

asociados con una mejora en supervivencia. Estos infiltrados puedes ser 
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detectados por técnicas de inmunohistoquímica, diferenciando CD3, CD4, CD8 y 

FOXP3. Los estudios han mostrado que la baja densidad de CD3 y CD45R0, tanto 

en el centro como en margen invasivo del tumor, con independencia del estadio 

tumoral, tienen una peor supervivencia global similar al estadio IV31. 

 

1.6 TRATAMIENTO DEL CCR 
En oncología, para garantizar el mejor manejo de la enfermedad, éstas son 

abordadas desde diferentes disciplinas, dando lugar a equipos de tratamiento 

multidisciplinares. En el caso del CCR, el equipo debe estar compuesto por cirugía, 

oncología médica, gastroenterología, oncología radioterápica, radiología, anatomía 

patológica y patología molecular. 

El seguimiento conjunto por un equipo multidisciplinar está asociado con unas tasas 

de reducción en la incidencia de márgenes circunferenciales positivos para cáncer 

de recto, un incremento de las tasas de tratamiento adyuvante en cáncer de colon, 

así como de cirugía de metástasis en pacientes con estadio IV de CCR. 

 

1.6.1 CIRUGÍA EN EL CCR 
El tratamiento del cáncer de colon, y el de recto, difieren tanto en el tratamiento 

preoperatorio, como en el tratamiento quirúrgico, y en los tratamientos adyuvantes 

posteriores. 

El tratamiento estándar del cáncer de recto es la escisión mesorectal, es decir, la 

exéresis del recto, conjunta con el tejido mesorectal que le envuelve32, y la fascia 

mesorectal. Esta escisión, es fundamental, porque contiene la mayoría de los 

ganglios linfáticos, así como los depósitos tumorales. Es de valor pronóstico 

obtener un margen lateral, o circunferencial libre de enfermedad (definido como la 

distancia mayor de 1 mm desde el borde del tumor, y el margen de cirugía), dado 

que su afectación aumenta el riesgo de recaída local, y de metástasis a distancia. 

Se han desarrollado otras técnicas paralelas como la cirugía transanal, la 

microcirugía endoscópica transanal (TEM), y la cirugía laparoscópica, que 

disminuyen la agresividad de la propia cirugía, y muestran una recuperación más 

temprana de los pacientes33. 

En el cáncer de colon localizado, la cirugía del tumor, así como de los ganglios 

linfáticos loco-regionales, es el estándar de tratamiento. La extensión de la cirugía 

viene predeterminada por la localización del tumor primario, y por la disposición de 
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la vascularización34. La cirugía del colon puede ser abierta, o por vía laparoscópica, 

mostrando ambas técnicas, unos resultados similares en cuánto a eficacia, tras la 

publicación de varios metanálisis35. 

 

1.6.2 RADIOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE RECTO 
La radioterapia no tiene un papel definido en el cáncer de colon. Contrariamente, 

tiene un papel fundamental, reduciendo la recurrencia local, y aumentando las 

tasas de supervivencia en pacientes con cáncer de recto. Tradicionalmente, el 

tratamiento complementario postcirugía (adyuvancia) con radio-quimioterapia, ha 

sido considerado el tratamiento estándar para los pacientes con cáncer de recto 

estadio II y III36; pero es a partir de los estudios publicados entre 2001-2004, que 

se aconseja a estos pacientes, ser tratados con radio-quimioterapia antes de la 

cirugía (neoadyuvancia), basándose en el mejor control local de la enfermedad, y 

la menor morbilidad. Dentro del estudio clínico CKVO 95-04, se comparó la cirugía 

(escisión total del mesorecto) con la cirugía combinada con radioterapia 

preoperatoria corta (5 x 5 Gy)37, mostrando después de un seguimiento a dos años, 

unas tasas de recurrencia local del 2.4% en el grupo tratado con radioterapia, frente 

a un 8% en grupo control, sin objetivarse diferencias en la supervivencia. El otro 

estudio clínico pivotal, en el que se basa la radio-quimioterapia preoperatoria, es el 

estudio alemán CAO/ARO/AIO-94, dónde se compara la administración de radio-

quimioterapia preoperatoria, con la administración postoperatoria convencional 

(50.4 Gy concomitante con 5-Fluorouracilo en 5 semanas) en pacientes con cáncer 

de recto. 

operable (T3/4 y/o N+)38, mostrando tasas de recurrencia del 6% frente al 13%, 

respectivamente (p=0.006). La presencia de metástasis a distancia, así como la 

supervivencia global, eran similares en los dos grupos, siendo el tratamiento 

preoperatorio menos tóxico. 

Recientemente se han introducido dos nuevos conceptos dentro del tratamiento 

preoperatorio del cáncer de recto: Neoadyuvancia total y preservación de órgano. 

El concepto de la neoadyuvancia total, es incluir la radioterapia corta, y 

quimioterapia de forma secuencial de forma preoperatoria a cualquier cirugía del 

recto. Recientemente se han presentado dos ensayos clínicos (Rápido, Prodige 

23), con resultados prometedores en supervivencia libre de recaída39-40. A la espera 

de datos maduros de supervivencia global, se podría verificar que esta modalidad 



 
 

 
 

25 

de terapia se incorporará como tratamiento estándar en el cáncer de recto 

localmente avanzado. 

La preservación de órgano (watch and wait)41, consiste en cumplimentar el 

tratamiento habitual de quimio-radioterapia preoperatoria, y en los pacientes que 

se consigue una respuesta completa radiológica visualizada por resonancia 

magnética, y una vez verificada la respuesta, tanto por exploración física (tacto 

rectal), como por rectoscopia con biopsia múltiples a ciegas, se le somete a 

controles estrictos, de RM, Tac, colonoscopia y tacto rectal, sin someterlos a 

cirugía. Aunque los datos son retrospectivos, y de grupos de pacientes muy 

heterogéneos, los resultados son prometedores y robustos, con datos de 

supervivencia libre de recaída superiores al tratamiento habitual. Por tanto, de 

forma similar que en el caso de la neoadyuvancia total, puede implantarse en un 

futuro inmediato, como una alternativa al tratamiento convencional  

 

1.6.3 TRATAMIENTO SISTÉMICO DEL CCR AVANZADO 
En los últimos 15 años, se ha incorporado nuevos fármacos para el tratamiento del 

CCR avanzado, tanto quimioterápicos, como anticuerpos monoclonales, que han 

derivado en un beneficio claro en supervivencia global. La opción de la 

administración de 5-Fluorouracilo (5-FU) en monoterapia, ha sido substituida por la 

poliquimioterapia, es decir, combinaciones de dos o tres fármacos con la 

incorporación de los nuevos agentes (oxaliplatino, irinotecan, capecitabina)42-44, y 

con la combinación de los llamados fármacos biológicos anti diana, que van 

dirigidos contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),cetuximab 

y panitumumab, o el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), como  

bevacizumab, aflibercept y ramucirumab. La combinación de la poliquimioterapia 

con anticuerpos monoclonales, han contribuido en la mejoría del pronóstico del 

CCR de forma global45-49.  

 
1.6.3.1 NEOADYUVANCIA EN EL CÁNCER DE COLON LOCALIZADO 
El tratamiento neoadyuvante del cáncer de colon localizado, a día de hoy, es un 

tema de debate a nivel investigacional.  

El tratamiento estándar es la exéresis completa oncológica del tumor primario, 

seguida de tratamiento quimioterápico adyuvante. Con esta aproximación, la tasa 

de cirugía radical R0, oscila entre el 40 y 90%50-51, siendo la supervivencia a los 5 
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años del 28 al 70%. Con estos resultados, y viendo que en la mayoría de los 

tumores digestivos (recto, gástrico, esófago) la neoadyuvancia es un esquema 

estándar habitual, se ha planteado su uso en tumores localizados de colon. Se 

entiende por CCR localizado, aquellos tumores T3 de alto riesgo (que invaden más 

de 5 mm la capa muscular), y T4 (penetran en el peritoneo visceral, invaden 

órganos o estructuras adyacentes). 

Los resultados vienen refrendados por estudios Fase II, y datos retrospectivos 

procedentes de largas bases de datos de grupos cooperativos52-54, que denotan 

que los pacientes T4b, tratados de forma neoadyuvante, presentan una disminución 

significativa del riesgo de recaída; estando pendiente resultados prospectivos 

procedentes de estudios randomizados Fase III. 

Si bien, como hemos comentado previamente, la neoadyuvancia sobre los tumores 

de colon localizado es meramente investigacional, la neoadyuvancia sobre los 

tumores de recto, se aplica en la práctica clínica actual. No me extenderé en este 

apartado, dado que ya se incluyó la evidencia de ésta, en el apartado de tratamiento 

con Radioterapia en el CCR55-61. 

 

1.6.3.2 ADYUVANCIA EN EL CÁNCER DE COLON LOCALIZADO 
La introducción de la quimioterapia adyuvante como tratamiento complementario a 

la cirugía curativa, ha permitido incrementar incrementar el intervalo libre de recaída 

de la enfermedad, y la supervivencia global, de los pacientes con cáncer de colon, 

ya que la enfermedad microscópica o micrometastásica no acostumbra a ser 

perceptible, y este tratamiento postoperatorio ayuda a prevenir la recurrencia. 

Aunque en los estudios clínicos62, se ha observado un claro beneficio del 

tratamiento adyuvante en los pacientes con CCR estadio III, el valor potencial en 

estadios II es controvertido. 

La quimioterapia adyuvante actual está basada en la combinación FOLFOX (5-

Fluorouracilo en infusión continua y oxaliplatino), basado en el estudio MOSAIC, 

que comparaba la eficacia de FOLFOX4 frente 5FU IC, en estadios II y III, y dónde 

se demostró una mejoría significativa en supervivencia libre de recaída a los 4 años 

con FOLFOX (69.7 frente 61%), con una reducción del riesgo relativo de recaída a 

los 4 años del 25%63-65.  

Por otro lado, también se ha valorado la incorporación de Irinotecan (CPT-11), 

dentro del estudio PETACC3/V-307, en pacientes con CCR estadio III, teniendo 
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que pararse el ensayo prematuramente, por las elevadas toxicidades derivadas del 

CPT-11 en la adyuvancia66. 

También se ha valorado la incorporación de la Capecitabina (CAPE), pro-droga oral 

del 5FU, en los regímenes de adyuvancia, por la comodidad que comporta al 

paciente, por su forma de administración oral. El estudio X-ACT, que comparaba 

en pacientes estadio III, la CAPE frente al esquema de la Clínica Mayo (5FU en 

bolus), demostró, similar eficacia en los dos tratamientos, con menor aparición de 

efectos adversos de forma significativa con CAPE67. En el mismo contexto anterior, 

se ha comparado dentro del estudio NO 16968, se mostró un de la combinación 

XELOX (CAPE + Oxaliplatino) en supervivencia, tanto libre de progresión como 

global68, posicionando a este esquema como otra opción terapéutica en la 

adyuvancia de colon. 

Se ha valorado el potencial papel en la adyuvancia de los anticuerpos 

monoclonales, cetuximab, y bevacizumab, mediante los estudios PETACC8 y 

AVANT, respectivamente, en pacientes con CCR localizado, no mostrando ningún 

beneficio añadido al esquema clásico de quimioterapia 69-70. 

Aunque en los estudios clínicos, se ha observado un claro beneficio del tratamiento 

adyuvante en estadios III, el valor potencial en estadios II, es controvertido. Por 

tanto, en estadios II, el tratamiento adyuvante sólo está indicado en pacientes con 

algún factor de mal pronóstico, siendo el tratamiento de elección el esquema de 

5FU IC o la CAPE en monoterapia. 

 
1.6.3.3 TRATAMIENTO DEL CCR CON ENFERMEDAD AVANZADA 
El esquema del tratamiento en la enfermedad avanzada o metastásica puede ser 

variable, dependiendo de objetivo que se quiera alcanzar. Así podemos definir dos 

grandes objetivos: 1) enfermedad metastásica potencialmente abordable 

quirúrgicamente (30%), dónde la finalidad va a ser intervenir al paciente, con 

intención curativa. 2) enfermedad metastásica no operable (70%), dónde se 

procederá a realizar un tratamiento meramente paliativo. 

 

1.6.3.3.1 NEOADYUVANCIA EN CCR METASTÁSICO 
El objetivo de la neoadyuvancia en estos casos potencialmente operables (30% 

CCR metastásico) es la cirugía de las metástasis hepáticas; obtener una cirugía R0 

con intención curativa.  
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Dentro de esta población, un 10% de casos presentan enfermedad metastásica 

hepática operable de entrada, no estando muy claro el beneficio del tratamiento con 

quimioterapia perioperatoria71, si bien, en pacientes con factores de mal pronóstico 

(enfermedad voluminosa, contacto vascular), se recomienda el uso de la 

neoadyuvancia, es decir tres meses con FOLFOX4, y completar de forma 

adyuvante 72 tras la cirugía (Fig. 4a). 

El 90% de casos son potencialmente operables, dónde se podría realizar una 

cirugía de entrada, pero por criterios de mal pronóstico (número de lesiones 

hepáticas, tamaño de estas, mala localización o contacto vascular, dificultad de 

obtener una cirugía radical), se requiere de iniciar un esquema de quimioterapia 

neoadyuvante.  

En este contexto, se ha de considerar el esquema más activo, es decir, el que 

aporte la mayor tasa de respuestas, dado que ésta, se correlaciona directamente 

con la tasa de cirugía de metástasis73-74. 

En este sentido, combinaciones con FOLFOX y FOLFIRI (5-FU con irinotecan) con 

anticuerpos monoclonales anti-EGFR o poliquimioterapia con tripletes, 

(FOLFOXIRI), aportan tasas de respuesta en pacientes con enfermedad limitada al 

hígado del 70%, con tasas de cirugía del 40%75-77, y supervivencias del 40% a los 

5 años (Fig. 4c y d). 

 

1.6.3.3.2 TRATAMIENTO DEL CCR CON ENFERMEDAD NO OPERABLE 
La enfermedad no operable de entrada corresponde al mayor porcentaje de casos 

de CCR metastásico (70%), dónde entre un 8-10% de los casos, van a poder ser 

finalmente intervenidos, tras una quimioterapia intensiva de conversión, con largos 

supervivientes a largo plazo; pero la mayoría recibirán un tratamiento meramente 

paliativo, con medianas de supervivencias inferiores al 13% a los 5 años, dónde el 

objetivo es aportar al enfermo la mejor supervivencia, con la mejor calidad de vida 

(Fig. 4b). 

El tratamiento de la enfermedad metastásica ha variado en los últimos 20 años, 

pasando de la monoterapia basada en 5-FU en monoterapia, con medianas de 

supervivencia de 12 meses, a esquemas de poliquimioterapia basados en la 

combinación de oxaliplatino, irinotecan con fluoropirimidinas (FOLFOX, FOLFIRI, 

FOLFOXIRI, XELOX, XELIRI) con la adicción de anticuerpo monoclonales anti-

EGFR o anti-VEFG, alcanzando medianas de supervivencia de 30-35 meses78-80. 
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Dentro de la variabilidad de estos esquemas, la selección viene determinada por 

factores relacionados con la enfermedad (volumen de enfermedad, sintomatología 

clínica, afectación visceral, estado de mutación en RAS, tratamientos previos de 

adyuvancia) y con el paciente (preferencias, comorbilidades…). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Imágenes de TAC abdominal de neoplasias de colon con: a) dos lesiones hepáticas, 
catalogado dentro de grupo de enfermedad operable; b) afectación hepática voluminosa bilobar con 
enfermedad irresecable, que, d) tras realización de quimioterapia de conversión, se objetiva una 
respuesta parcial de las lesiones hepáticas, y por tanto enfermedad operable; c) afectación hepática 
difusa, irresecable por definición. 
 
 

La primera línea de tratamiento, es decir, pacientes nativos de cualquier 

tratamiento sistémico, son los esquemas de combinaciones de dos agentes 

quimioterápicos mencionados previamente, con un anticuerpo monoclonal anti-

EGFR (cetuximab o panitumumab) o anti-VEGF (bevacizumab, aflibercept o 

ramucirumab)81-98.  

Como hemos comentado previamente, la presencia de mutaciones en el gen KRAS 

es marcador predictivo negativo de respuesta a los agentes anti-EGFR99. Por lo 

que se recomienda determinarlo en el momento diagnóstico. 

De forma genérica la primera línea de tratamiento para enfermedad metastásica 

con independencia del esquema utilizado aporta tasas de respuestas entre 45-58%, 

supervivencia libre de progresión de entre 9-11 meses, y una mediana de 

supervivencia de 24 meses100-109. 

La segunda línea de tratamiento, administrada a la progresión de la primera línea, 

va a depender del esquema usado previamente. Por tanto, si un paciente inició 
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tratamiento con FOLFOX, en la segunda línea será tributario de un cambio a 

FOLFIRI, con un anticuerpo monoclonal diferente al que se usó en primera línea de 

tratamiento110-114. 

De forma global, la actividad de la segunda línea es menor que la primera, 

mostrando tasas de respuestas que oscilan entre el 10% y 20%, con una medina 

de supervivencia libre de progresión de 4-6 meses115. 

La tercera línea de tratamiento se basa en la elección entre tres diferentes agentes: 

agentes anti-EGFR (cetuximab y panitumumab), regorafenib y lonsurf. Los primeros 

han mostrado su actividad en monoterapia, en pacientes refractarios a dos líneas 

de quimioterapia, con medianas de supervivencia libre de progresión de 12 

semanas116-119.  

Regorafenib es un inhibidor proteína quinasa con actividad en la angiogénesis 

(VEFR1-3, TIE2), la oncogénesis (RET, RAF, BRAF, KIT), y en el microambiente 

tumoral (PDGFR, FGFR). El estudio pivotal fase III (CORRECT), que comparó a 

doble ciego el uso de regorafenib, frente al mejor tratamiento de soporte. El estudio 

mostró un beneficio en supervivencia, sin poderse identificar biomarcadores séricos 

predictivos de beneficio de su uso120. 

Lonsurf (trifluridina/tipiracilo), está compuesto por un agente análogo del nucleósido 

timidina, la trifluridina, y el inhibidor de la timidina fosforilasa, el tipiracilo 

hidrocloruro. En el en ensayo fase III RECOURSE, que comparó la eficacia de 

Lonsurf frente a placebo, en CCR metástasico que habían progresado a varias 

líneas de tratamiento, demostró un beneficio en supervivencia global de dos meses, 

con una reducción del riesgo de muerte del 31%121. 

 

1.6.4 FACTORES MOLECULARES PRONÓSTICO PREDICITVOS DE EFICACIA 
PARA LA SELECCIÓN DE TRATAMIENTO 
A partir de los estudios de investigación translacional, se han descubierto nuevas 

dianas terapéuticas, que han sido objeto de su desarrollo a nivel clínico.  

La población con mutaciones en BRAF supone un 8% de los casos de CCR 

avanzados, y es un factor de mal pronóstico a corto plazo. Se diseñó un estudio 

fase III (BEACON), dónde se randomizaron 1:1:1, a más de 600 pacientes con CCR 

avanzado en progresión a una, o dos líneas de tratamiento, a tres brazos: 

encorafenib (inhibidor BRAF) con binimetinib (Inhibidor MEK) y cetuximab vs 

encorafenib-biniteminib, con una rama control de quimioterapia 
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(FOLFIRI+cetuximab o irinotecan con cetuximab). Se demostró un beneficio de 

supervivencia global en los brazos experimentales frente a la quimioterapia (9.3 

meses vs 9.3 vs 5.9), con una mediana de seguimiento de 13 meses122. Por tanto, 

los casos BRAF mutados son candidatos para recibir terapia basada en la 

combinación de inhibidores de BRAF y agentes anti-EGFR postulándose, la 

mutación en BRAF, como un factor predictivo positivo de eficacia de tratamiento. 

En el caso de los pacientes con tumores fenotipo MSI, con enfermedad localizada 

tienen un buen pronóstico. No obstante, estos casos, en la recaída, se transforman 

en un subtipo altamente agresivo, y de peor pronóstico. Interesantemente, en estos 

casos de CCR con fenotipo MSI (4%), éste se ha postulado como un factor 

predictivo positivo de eficacia de tratamiento con inmunoterapia. La demostración 

de este beneficio proviene de un estudio fase III con más de 300 pacientes con 

CCR avanzado con fenotipo MSI, nativos de tratamiento, en el que se comparó el 

tratamiento con el agente inmunoterápico pembrolizumab, frente al mejor esquema 

de tratamiento quimioterápico. Los resultados mostraron un beneficio en 

supervivencia libre de enfermedad a los 3 años (42% vs 11% HR 0.59), y también 

una mejor supervivencia global a los 3 años (61% versus 50%; HR 0.74). Con estos 

resultados la EMA, aprobó el uso de pembrolizumab en primera línea de tratamiento 

en CCR avanzado con fenotipo MSI123.  

Adicionalmente, aunque con datos menos maduros, se dispone de otras dianas 

terapéuticas como HER-2, KRAS G12C y NTKR, cuyas alteraciones actúan como 

factores predictivos de eficacia a sus propios inhibidores o a otros agentes, que 

podrían abrir un nuevo abanico de posibilidades terapéuticas en pacientes con CCR 

avanzado.  

Así se ha visto que, en pacientes con CCR avanzado, refractarios a varias líneas 

de tratamiento, y que presentan la amplificación en el gen que codifica para HER-

2 (3-4% del CCR), obtienen tasas de respuestas de entre 30% al 50% a inhibidores 

de HER2, con medianas de supervivencia que van desde los 11 a 25 meses. 

Actualmente se encuentran en desarrollo los inhibidores de KRAS con la mutación 

G12C. A pesar de que la mutación G12C se da en baja frecuencia en CCR (4%), 

los estudios clínicos fase I dirigidos a CCR que recibieron estos inhibidores 

(sotorasib, adagrasib), han mostrado una alta tasa de estabilizaciones, con mínima 

toxicidad; hecho que ha llevado a que estos se combinen con quimioterapia, 

terapias dirigidas e inmunoterapia en ensayos clínicos fase II-III124. 
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2.1 BIOMARCADORES EN ONCOLOGÍA 
Los biomarcadores son parte de las nuevas herramientas usadas en el campo de 

la oncología de precisión. Se clasifican en tres formas según su naturaleza, y las 

técnicas de detección usadas: biomarcadores moleculares, biomarcadores 

celulares, y biomarcadores de imagen125. Los tres tipos de marcadores poseen un 

rol clínico en la medicina de precisión, y guía de tratamientos, y según su 

aplicabilidad en oncología se pueden subcaracterizar como predictivos, pronósticos 

o diagnósticos. 
       
Biomarcadores Predictivos: sirven como métodos para predecir los resultados 

clínicos. Son usados para optimizar tratamientos, seleccionando el más adecuado 

según las características del paciente o la patología. En muchas ocasiones son 

biomarcadores moleculares, que consisten en proteínas situadas en vías de 

señalización relacionadas con procesos patológico-específicos, y en los 

mecanismos de acción de fármacos, y son prometedores para capturar aspectos 

que permiten la evaluación de la respuesta individual al tratamiento126. Esto ofrece 

una aproximación dual, tanto a la observación de tendencias en estudios 

retrospectivos, como al uso de biomarcadores para predecir resultados. Por 

ejemplo, los biomarcadores predictivos usados en CCR, pueden servir como una 

forma de mejorar las tasas de progresión y supervivencia de los pacientes, y en el 

caso individual, pal evitar la administración de tratamientos no eficaces, pueden 

servir como una forma de liberar a los pacientes de una toxicidad innecesaria127. 

Algunos ejemplos comunes de biomarcadores predictivos de tipo molecular 

asociados a la eficacia de un tratamiento específico son:  la proteína de fusión BCR-

ABL en leucemia mieloide crónica tratada con diversos inhibidores de tirosina 

quinasa, mutaciones c-KIT en tumores GIST tratados con imatinib, mutaciones en 

el dominio tirosina-quinasa de EGFR en cáncer de pulmón no célula pequeña, 

tratados con inhibidores de EGFR, y amplificaciones en el gen HER2 en relación al 

tratamiento con transtuzumab, o mutaciones en BRAF con el tratamiento con 

inhibidores de BRAF, principalmente en melanoma128. 

 

Biomarcador diagnóstico: sirven para afinar diagnósticos que pueden ser 

significativamente más específicos para cada paciente. 
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Puede ser un elemento biológico, cuya detección indica un estado particular de una 

enfermedad, como la presencia de un anticuerpo para indicar una infección129. Más 

específicamente, en oncología serían aquellos cambios moleculares que indican la 

presencia de neoplasia, y que permiten subclasificarla de forma detallada, para 

poder ser tratada con mayor precisión. 

El ejemplo más común es el antígeno prostático específico (PSA), que puede ser 

medido como un indicador del tamaño de la próstata, cuyos cambios rápidos, son 

potenciales indicadores de cáncer. Otro ejemplo es la determinación del estado de 

inestabilidad de microsatélites en CCR, o la detección de la expresión de receptores 

hormonales, de estrógenos o progesterona, así como amplificaciones en HER2, en 

el cáncer de mama. En un caso más extremo, la detección de proteínas mutadas, 

propias de una neoplasia, en individuos aparentemente sanos mediante una 

monitorización en sangre, puede ser usada como un biomarcador de diagnóstico 

precoz de la presencia de una neoplasia, pues las proteínas mutadas 

probablemente puedan provenir de un tumor existente130. 

 

Biomarcadores pronósticos: estos proveen información acerca de la agresividad 

de la enfermedad, pudiendo predecir el curso de un paciente, independientemente 

de la terapia utilizada. Un ejemplo es la detección de HER2, y receptores 

hormonales como factores de mal, y buen pronóstico respectivamente en cáncer 

de mama. 

Los biomarcadores para medicina de precisión son una parte relativamente nueva 

de las herramientas utilizadas. No obstante, la falta de datos más allá de estudios 

retrospectivos, y de aproximaciones exitosas con biomarcadores han sido 

señaladas como las causas principales de la necesidad de nuevos estudios sobre 

biomarcadores dentro del campo médico. 

 

2.2 CLASIFICACIÓN MOLECULAR DEL CCR 
El CCR es un grupo heterogéneo de neoplasias que tienen lugar en un mismo 

órgano. Se caracteriza por tener diferentes vías de carcinogénesis, lo cual da lugar 

a una enfermedad heterogénea, con diferentes subtipos, con una gran variabilidad 

genética y epigenética, reflejando diversos patrones histopatológicos, así como 

clínicos. 
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Recientemente se han publicado dos nuevas clasificaciones moleculares dentro del 

CCR. La primera, está basada en un análisis molecular integrado en el proyecto 

“The Cancer Genome Atlas” (TCGA), y la segunda clasificación es la propuesta por 

el Consorcio del Consenso de Subtipos Moleculares (CMS). Estas han supuesto un 

gran avance, no sólo en el conocimiento evolutivo, sino también un primer paso en 

la búsqueda de biomarcadores y, por tanto, en la mejor clasificación y selección de 

la mejor opción terapéutica en cada caso. 

 

2.2.1 CLASIFICICACIÓN MOLECULAR BASADA EN EL TCGA 
La clasificación de la TCGA está basada en una caracterización genómica, 

epigenómica y transcriptómica de muestras de pacientes con CRC, usando 

tecnologías de alto rendimiento, como microarrays, y secuenciación masiva de 

nueva generación (NGS)132. Esta clasificación divide en tres grupos al CRC: 

 

1) Tumores hipermutados (un 16% de los casos): caracterizados por la presencia 

de fenotipo MSI, debido a un defecto de los mecanismos de reparación miss match 

repair (MMR), generalmente somático y derivado de la hipermetilación del promotor 

del gen que codifica para la proteína MLH1, dando lugar a un silenciamiento de la 

expresión del gen. Dentro de las características que presentan estos tumores se 

encuentran: alta tasa de mutaciones (fenotipo hipermutado), fenotipo metilador 

(CIMP), localización predominante del tumor en el colon derecho, y una alta 

incidencia de MSI. 

 

2) Tumores ultra mutados (un 3% de los casos): caracterizados por con la 

presencia de mutaciones en el dominio exonucleasa de la ADN polimerasa épsilon 

y delta (POLE, POLD1), conllevando un malfuncionamiento enzimático, que induce 

la inserción de nucleótidos erróneos durante la replicación del ADN, dando lugar a 

la acumulación de gran número de errores (mutaciones). 

 

3) Tumores con inestabilidad cromosómica (un 84% de los casos): 

caracterizados por una alta frecuencia de alteraciones somáticas en el número de 

copias somáticas del ADN, consecuencia de una combinación de la activación de 

oncogenes (KRAS, BRAF, HER-2, PI3K), e inactivación de genes supresores 

tumorales (APC, SMAD, p53…), ya sea por mutación o pérdida alélica, lo cual 
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provoca cambios en el proceso de evolución de adenoma a carcinoma, y 

completando el proceso de carcinogénesis. Y a diferencia de los tumores 

hipermutados, presenta una tasa baja de mutaciones. 

 

2.2.2 SUBTIPOS MOLECULARES BASADOS EN CMS 
La segunda clasificación fue propuesta por el Consorcio del Consenso de los 

Subtipos moleculares133. Este consenso está basado en la conjunción de 6 

clasificaciones con diferentes características histopatológicas, morfológicas y 

moleculares no supervisadas, la cual tiene un valor pronóstico. Esta clasificación 

está basada en datos transcriptómicos de 18 bases de datos obtenidas de 

bibliotecas públicas, incluida los datos del TCGA. Cada clasificación 

transcriptómica utiliza diferentes tipos de plataformas de análisis de expresión, de 

preservación de muestras y de diseños experimentales del estudio. Su análisis 

integrado, ha demostrado una asociación entre las diferentes clasificaciones, 

identificándose cuatro subtipos moleculares robustos, con valor pronóstico. Estos 

subtipos abordan diferentes características, que incluyen: factores genómicos, 

como el patrón de metilación, número de copias somáticas de variantes en el ADN 

(CNV), perfil mutacional, específicamente de KRAS y BRAF, perfil proteómico de 

vías de señalización oncogénica, y otras características fenotípicas, como la 

invasión estromal, y el infiltrado inmunitario.  

Así podemos distinguir los cuatro subtipos (Fig. 5): 
 

1) CMS1 (Subtipo Inmune): Sucede en un 15-20% de los tumores colorectales, que 

presentan mutaciones en los genes de reparación del sistema MMR, miss match 

repair, MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, dando lugar al fenotipo MSI. Estas 

mutaciones pueden venir derivadas de síndromes hereditarios o de forma 

esporádica, principalmente por la vía de hipermetilación del promotor del gen que 

codifica para MLH1. La mayoría de los casos son esporádicos, y se pueden 

distinguir del Síndrome de Lynch, por la presencia de mutaciones en el gen BRAF. 

Presentan peor supervivencia que el síndrome de Lynch, pero mejor que la 

población MSS (estable), con una supervivencia relativa a los 5 años de 73% 

frente al 63% en población MSS. 
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Figura 5:  Esquema representativo de las características de los diferentes grupos descritos en el 
Consorcio del Consenso de los Subtipos moleculares (CMS). [adaptado de Cancers 2018, 10(1):26; 
license CC BY 4.0] 

 
La presencia del fenotipo MSI, mitiga el efecto oncogénico de la mutación en 

BRAF, resultando tener mejor pronóstico los casos inestables (MSI) que estables, 

ambos con mutación en BRAF, y con tasas de supervivencia a los 5 años del 65% 

versus 46%134.  

Otro hecho diferencial de este subtipo es la presencia del fenotipo CIMP, siendo 

también un factor de buen pronóstico135.  

     Fenotípicamente, hay evidencia que la asociación de buen pronóstico, y el   

fenotipo MSI, es debida a una alta infiltración inflamatoria local. En población MSI, 

a diferencia de los MSS, se observa una alta infiltración intratumoral de linfocitos 

T citotóxicos, aportando mejor supervivencia136. 
 

2) CMS2 (Subtipo Canónico): Se caracterizan por alteraciones en el número de 

copias somáticas (SCNA), desregulación de la vía WNT y de la MAPK. En el CCR, 

las principales ganancias se encuentran en regiones del cromosoma 20q,13q,8q 

y 7, siendo las pérdidas más frecuentes en 4p,8p.18q y 17p. La desregulación de 

la vía WNT, se traduce en la sobreregulación de Beta-Catenina, conllevando un 

mal pronóstico a los paceintes137. Fenotípicamente este subtipo, mediado por 
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Beta-Catenina, se caracteriza por presentar un alto índice proliferativo, conocido 

factor de mal pronóstico en CCR138.   
 

3) CMS3 (Subtipo Metabólico): Este subtipo se caracteriza por la presencia de 

mutaciones en RAS. Mutaciones en KRAS, en enfermedad avanzada, están 

asociadas a mal pronóstico, y con el riesgo de desarrollar diseminación pulmonar. 

Tanto las mutaciones en KRAS, como en NRAS, son biomarcadores predictivos 

negativos de respuesta a anti-EGFR. Aunque la mayoría de los tumores CMS3, 

presentan mutaciones en KRAS (75%), no son exclusivos de este subtipo139. 

Fenotípicamente KRAS ha sido asociada con el metabolismo en cáncer, estando 

más que probado la reprogramación metabólica del estado glicolítico en la 

supervivencia, y en el mantenimiento de la proliferación en un microambiente 

hostil. En un estudio, una firma genética de metabolismo es capaz de predecir que 

el riesgo de recaída estaba asociado con supervivencia. Así los 3 años la tasa de 

supervivencia para pacientes con una firma genética de bajo riesgo metabólico 

era del 84%, comparada con el 46% de aquellos con alto riesgo metabólico140. 
 

4) CMS4 (Subtipo Mesenquimal): Este subtipo, de forma similar que el CMS2, 

presenta alto número de alteraciones en las copias somáticas, siendo la vía 

principal afectada la de TGF-Beta, que tiene máxima actuación en las células 

estromales. Un incremento de la invasión del estroma tiende a un incremento de 

la producción de TGF-Beta, y ésta a su vez incrementa las metástasis. El 

incremento del estroma tumoral es un factor de mal pronóstico. En un estudio con 

710 pacientes con CRC, la supervivencia a los 5 años descendía del 77%, en los 

que presentaban bajo estroma tumoral a un 59%, en los que presentaban altos 

niveles de estroma tumoral141-142. 
 

2.3 HETEROGENEIDAD TUMORAL 
Si nos atenemos etimológicamente a la palabra heterogeneidad tumoral, nos 

describe la observación de que diferentes células tumorales, pueden mostrar 

distintos perfiles morfológicos y fenotípicos, que incluyen morfología celular, 

expresión génica, metabolismo, motilidad, proliferación y potencial metastásico 
143,144. A pesar de los avances en el tratamiento del CCR, las tasas de supervivencia 

permanecen enormemente variables entre diferentes pacientes, incluso con el 
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mismo estadio patológico. Durante la última década, se ha clarificado que estas 

diferencias en el pronóstico pueden ser explicadas parcialmente por diferencias en 

la biología del tumor, por lo que el CCR debería ser considerado como una 

enfermedad altamente heterogénea y dinámica, caracterizada por múltiples 

cambios moleculares durante su proceso evolutivo145. 

La heterogeneidad tumoral aborda el concepto, de que un único tumor, está 

compuesto por múltiples clonas diferentes de células tumorales, por tanto, es un 

punto de gran interés en la genómicas de los tumores. Se ha hipotetizado que juega 

un papel crítico en la progresión tumoral, siendo el mayor obstáculo para la 

búsqueda de tratamientos de precisión. Durante el proceso de carcinogénesis y 

progresión tumoral, múltiples subclonas celulares surgen por vía de diferentes 

alteraciones moleculares, que afectan al pronóstico en diversos tumores como la 

leucemia linfática crónica, cáncer de cabeza y cuello, o el adenocarcinoma de 

pulmón146. 
 

2.3.1 TIPOS DE HETEROGENEIDAD TUMORAL 
La heterogeneidad tumoral puede ser dividida en dos: intertumoral e intratumoral. 

La heterogeneidad intertumoral comprende diferencias moleculares en tumores 

del mismo tipo histológico, y del mismo órgano entre diferentes pacientes. Un 

ejemplo serían los descritos anteriormente en la subclasificación del TCGA, y los 

subtipos moleculares del CCR (Fig 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Esquema representativo de los tipos de heterogeneidad tumoral a partir de un tipo tumoral 
de origen.  
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La heterogeneidad intratumoral hace referencia a las diferencias dentro de la 

misma masa tumoral (espacial) o en diferentes lesiones tumorales del mismo 

individuo (temporal) (Fig 6). La heterogeneidad espacial describe variaciones 

moleculares en distintas regiones de un mismo tumor. La heterogeneidad 

intratumoral temporal se refiere a la naturaleza dinámica del CCR, con alteraciones 

moleculares, que se desarrollan dentro de un tumor a lo largo del tiempo, ya sea 

entre el tumor primario y sus metástasis, entre diferentes lesiones de un mismo 

origen tumoral, o a lo largo de un tratamiento (heterogeneidad intratumoral 

longitudinal)147. 

 
2.3.2 MODELOS DE HETEROGENEIDAD INTRATUMORAL 
Varios modelos han propuesto describir el origen y el papel de la heterogeneidad 

tumoral. Existen controversias sobre si la heterogeneidad tumoral es una condición 

necesaria para la supervivencia tumoral, o meramente es un producto de la 

tumorogénesis y de la progresión tumoral; ante lo cual diferentes procesos de 

desarrollo tumoral ofrecen diferentes respuestas. 

El modelo de las “cancer stem cell”; se basa en la que sólo una minoría de células 

tumorales son capaces de la iniciación y la progresión tumoral. Estas células 

representan la unidad básica de crecimiento y diseminación tumoral. Estas células 

iniciadoras, han sido descritas a través proteínas específicas de membrana 

(CD133, CD166 o CD144), que ocupan sólo un 11% de las células epiteliales en 

un tumor primario de CCR. En modelos murinos inmunodeficientes, se ha 

observado que la inyección subcutánea de CD133 positivas, tienden a la formación 

de tumores con morfología similar al tumor originario, y por el contrario, la inyección 

de células CD133 negativas, no dan lugar a la formación de tumores. También se 

ha demostrado, que estas “stem cells”, están incrementadas en tumores tras la 

progresión a tratamiento quimioterápico, y eso podía explicar las recaídas tras 

realizar tratamiento148. 

Otra teoría de la génesis de la heterogeneidad tumoral viene de la aproximación 

Darwiniana, que propone que el desarrollo del cáncer proviene de ramificaciones, 

con una evolución clonal. En este modelo, la acumulación de mutaciones o 

alteraciones no genéticas tiende a formar subclonas tumorales con una capacidad 

variable de adaptación al microambiente tumoral, y por tanto, tendiendo a la 
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heterogeneidad dentro y entre tumores149. Ello implicaría que la ramificación 

evolutiva, podría ser rastreada mediante el análisis de la distribución y frecuencia 

de las mutaciones en un tumor. Las mutaciones ubicuas estarían presentes en 

todas las células tumorales, y representarían un evento temprano en el desarrollo 

tumoral. Contrariamente, las mutaciones más tardías ocurrirían durante el proceso 

de progresión tumoral, y sólo estarían presentes en determinadas subclonas 

tumorales. Este modelo ha sido demostrado en cáncer páncreas y renal150-151. 

Para investigar la heterogeneidad en diferentes estadios de progresión tumoral de 

CCR, se han analizado diferentes mutaciones, en distintas áreas del tumor 

primario, así como en sus correspondientes metástasis. De forma sorprendente, los 

puntos mutacionales decrecen con la progresión tumoral. Los tumores más 

avanzados más frecuentemente presentan una clona dominante, con otras 

múltiples subclonas. Esta clona dominante era menos frecuente en tumores en 

estadios tempranos. Este fenómeno se ha denominado “efecto en cuello de 

botella”, y se refiere a un decrecimiento temporal en la heterogeneidad tumoral 

debido a la selección de las subclonas más ventajosas en el momento de la 

diseminación. Un segundo efecto substancial para aumentar el cuello de botella es 

el tratamiento antitumoral, dado que se seleccionan aquellas subclonas con mayor 

capacidad de sobrellevar el tratamiento, dando lugar al fenómeno de 

heterogeneidad longuitudinal. Debido a estos eventos, las mutaciones ramificadas, 

podrían convertirse en muy importantes para el tumor, con relación a la adaptación 

a unas nuevas condiciones152. 

En el contexto del tratamiento, los tumores que presentan muchas ramificaciones 

son más propensos a tener subclonas resistentes a éste, como consecuencia de 

un incremento de la diversidad genética. Con esta valoración, se podría postular 

que el grado de heterogeneidad por si mismo, es un potencial biomarcador, 

encontrando una asociación entre su presencia y el pronóstico de la enfermedad 

neoplásica, así como de la eficacia terapéutica. 

Otro modelo diferente de la naturaleza de la heterogeneidad tumoral, enfatiza el 

aspecto temporal de las mutaciones tumorales. Este modelo denominado “Big bang 

model” se basa en que las mutaciones responsables del desarrollo, y progresión 

tumoral, aparecen de forma temprana en el CCR153. El comportamiento biológico 

tumoral está determinado de forma temprana, y eso explicaría, porque tumores de 

gran volumen no metastatizan, y tumores de pequeño tamaño provocan 
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diseminación de forma temprana. Este fenómeno se pudo observar mediante un 

análisis en diferentes áreas de tumorales, donde se analizó la distribución regional 

de las alteraciones genéticas en CCR. Se observaron subclonas individuales, que 

sólo podían ser identificadas en adenomas, y subclonas fusionadas, que fueron 

sólo características de carcinomas invasivos. Esta selección espacial y temporal 

soportaría el concepto de expansión clonal de los tumores. 

 

2.3.3 HETEROGEIDAD TUMORAL EN EL CCR 

Globalmente el CCR es portador de una media de 80 mutaciones, pero menos de 

15 son las responsables de conducir el proceso de tumorogénesis, y progresión 

tumoral154. 

Una reciente publicación comparaba las aberraciones en número de copias en 62 

tumores primarios, con sus respectivas metástasis, encontrándose una 

concordancia del 88% de alteraciones entre ellos155. Diferencias mayores se han 

encontrado en tumores primarios de diferentes pacientes, apoyando que la 

heterogeneidad intertumoral es mayor que la existente entre el tumor primario y 

metástasis de un mismo paciente.  

Muchos autores abogan que lo que determina el pronóstico de la enfermedad, es 

el global de mutaciones, y vías de señalización aberrante, que la presencia de una 

mutación específica. 

Vermaat et al, analizaron en tumores primarios de CCR, y sus respectivas 

metástasis, las alteraciones genéticas conocidas que están envueltas en los 

procesos de señalización de este156. Los autores encontraron diferencias 

moleculares significativas, con un alto número de pérdidas y ganancias a lo largo 

del genoma entre ambas lesiones. Pero cuando sólo se centraron en analizar el 

codón 12 y 13 para detectar mutaciones en KRAS, existía unas concordancias de 

más del 95%.  
 

En otro estudio, Sveen et al, analizaron en 135 metástasis hepáticas de 45 

pacientes con CCR157, la heterogeneidad intermetastásica, complejidad genética, y 

su influencia en la supervivencia. Concluyeron que la heterogeneidad 

intermetastásica, ni depende de la complejidad genética ni está relacionada con el 

número de metástasis, y que la heterogeneidad no sólo es un factor de pobre 
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supervivencia, sino un predictor de supervivencia más fuerte que los parámetros 

clínico-histo-patológicos clásicos conocidos en pacientes con CCR metastásico. 

En la mayoría de los estudios publicados, como el de Vermaat et al, se ha descrito 

una alta concordancia de las mutaciones en KRAS entre el tumor primario y sus 

respectivas metástasis (88-96%). En cambio, la concordancia en KRAS entre tumor 

primario, y sus respectivos ganglios linfáticos, es mucho menor (35-40%), siendo 

un tema controvertido su uso como marcador de heterogeneidad tumoral158. 

 

En el contexto de las mutaciones en KRAS como factores predictivos de eficacia a 

agentes anti-EGFR en CCR, se ha descrito que algunas subclonas tumorales 

resistentes, podrían estar presentes en una pequeña fracción del bloque tumoral, y 

que no serían detectables por las técnicas convencionales de PCR159. Se ha 

demostrado que estas subclonas podrían ser responsables de la resistencia 

primaria, o del desarrollo de resistencias secundarias a estos agentes. Ejemplo de 

ello, es el trabajo de Laurent-Puig et al160, dónde demostraron la existencia de 22 

mutaciones adicionales en KRAS en 136 tumores, que no respondieron a 

tratamiento con anti-EGFR, utilizando técnicas de alta sensibilidad (Digital doplet 

PCR); y que no se detectaron por técnicas convencionales de qPCR. Las subclonas 

que aparecen con las resistencias secundarias al tratamiento, presentan un 

comportamiento más heterogéneo, y podría ser la manifestación de un crecimiento 

competitivo por una simple selección Darwiniana. ya pueden ser detectadas en el 

tumor primario, y analizándolas por técnicas de alta sensibilidad, pueden permitir 

decisiones de medicina personalizada. Las subclonas que aparecen con las 

resistencias secundarias al tratamiento, presentan un comportamiento más 

heterogéneo, con mutaciones en KRAS y en otros genes diferentes, todos ellos 

implicados en la vía de señalización de la MAPK. Este comportamiento mutacional, 

difícilmente es visto en tumores primarios, y podía ser la manifestación de un 

crecimiento competitivo en subclonas resistentes a tratamiento, por una simple 

selección Darwiniana161-162. 

El microambiente tumoral y su rol, en el proceso de carcinogénesis y progresión 

tumoral ha sido considerado de enorme interés. Es claro, que el microambiente 

influye en la expresión génica en las células tumorales, y por tanto un factor 

significativo que contribuye a la heterogeneidad tumoral163. 
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2.4 EPIGENÉTICA 
 
2.4.1 DEFINICIÓN 
La epigenética, se define como las alteraciones heredables de la expresión de 

genes, sin cambios permanentes en la secuencia del ADN, y sin cambios en la 

estructura genómica. Los principales mecanismos epigenéticos en cáncer 

comprenden: la metilación del ADN, la modificación de histonas, así como la 

regulación mediante los ARN no codificantes (ncARN). Estos modificadores 

epigenéticos se han postulado como biomarcadores diagnósticos, pronósticos y 

predictivos de respuesta para le tratamiento del CCR164 (Fig 7) Esta tesis se ha 

centrado en las alteraciones relacionadas con la metilación del ADN, como 

mecanismo epigenético predominante. 
 

 
Figura 7: Mecanismos epigenéticos de regulación génica. A) Metilación de citosinas del ADN en 
zonas promotoras para el silenciamiento génico. B) Modificaciones de histonas en la cromatina. 
[adaptado de “Pinyol et al. Handbook of Translational Medicine 2016] 
 
2.4.2 MECANISMOS EPIGENÉTICOS EN CÁNCER 

 
2.4.2.1 MECANISMOS DE METILACIÓN DEL ADN 
La metilación del ADN es uno de los procesos epigenéticos más frecuentes que 

regulan la expresión génica. El proceso de metilación del ADN implica la adición de 

un grupo metilo (CH3) en la posición C5 del anillo de la citosina, y regulado por las 

ADN metiltransferasas (DNMT), produciendo un nuevo nucleótido, la 5-metilcitosina 

(Fig.7a). En humanos, esta modificación ocurre mayoritariamente en los 
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dinucleótidos CpG, que son regiones de ADN donde se siguen inmediatamente los 

residuos de citosina por residuos de guanina en la dirección 5 ′ a 3 ′, unidos por un 

enlace C-fosfodiéster-G. En el genoma de los mamíferos, la mayoría de estos sitios 

CpG están metilados, incluidos los que se encuentran en regiones no codificantes, 

a lo largo del genoma, que se relacionan con estabilidad genómica. Por el contrario, 

las islas CpG son secuencias ricas en CpG, que generalmente no están metiladas 

en mamíferos, y que por lo general contienen 200 a 2000 nucleótidos, de los cuales 

> 50% son CpG; aproximadamente 60–70% de los promotores de genes contienen 

islas CpG, y se relacionan con la regulación de la expresión génica165. 

En cáncer, alteraciones de los patrones normales de metilación del ADN, incluyen 

la hipometilación del ADN, que ocurre patológicamente en regiones normalmente 

metiladas del genoma, y la hipermetilación del ADN, que suele ocurrir en 

las islas CpG de promotores de genes, asociado con la supresión transcripcional 

de genes supresores de tumores en células tumorales. Estas alteraciones están 

presentes en el caso del CCR, en el que la hipermetilación aberrante, se ha 

identificado en las regiones promotoras de importantes genes supresores, cómo 

CDKN2A (en los promotores de cada de sus dos proteínas reguladoras p16INK4A 

y p14ARF), MLH1 y APC166. 

La hipometilación general del genoma, fue uno de los primeros eventos de 

metilación aberrante informados en CRC, y constituye un evento temprano en la 

carcinogénesis colorrectal. Se ha observado hipometilación en diferentes estadios, 

desde adenomas tempranos, hasta adenocarcinomas y metástasis, con una 

correlación lineal entre el grado de la desmetilación, y el estadio de la 

enfermedad167.  

En el CCR, la hipometilación del ADN se ha relacionado también con la activación 

de proto-oncogenes, ya sea por pérdidas de impronta genética (por ejemplo, IGF2), 

o por activación directa (como, MYC y HRAS)168. 

 
2.4.2.2 MODIFICACIONES DE HISTONAS 
En las células eucariotas, el ADN está envuelto alrededor de las histonas, que están 

compuestas por octámeros de proteínas, que comprenden un par de cada una de 

las cuatro proteínas histonas centrales, histona 2A (H2A), H2B, H3 y H4, y que, de 

forma estructural, forman unas unidades llamadas nucleosomas, que están 

empaquetadas con otras proteínas nucleares para formar cromatina. Cada núcleo 
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de histona posee una cola característica que está enriquecida en residuos de lisina 

y arginina, que están sujetos a procesos post-transcripcionales. La modificación de 

histonas ha sido descrita tanto en procesos fisiológicos de crecimiento, como en 

procesos patogénicos como el cáncer (Fig. 7b). El proceso de acetilación neutraliza 

la carga positiva de la cola de las histonas, debilitando la interacción electrostática 

las histonas y el ADN, y por tanto influyendo en el estado de compactación de la 

cromatina169. En cáncer la hiperacetilación de histonas, se ha relaccionado con la 

expresión de proto-oncogenes, mientras que la hipoacetilación se asocia con el 

silenciamiento de genes supresores. Otro concepto es la metilación de las histonas, 

que, a diferencia de la acetilación, no sólo cambia la compactación del ADN, sino 

que crea puntos de enganche en la cromatina, que pueden ser reconocidos por 

proteínas, como las encargadas de los complejos transcripcionales. La adición del 

grupo metilo a los residuos de la lisina o arginina de la cola de las histonas, tiende 

a la activación o a la represión de la expresión de los genes, que pueden promover 

la progresión de los tumores170. 

 

2.4.2.3 REGULACIÓN MEDIANTE ARN NO CODIFICANTES 
Son unos mediadores transcripcionales que participan en la regulación de la 

expresión de los genes, tanto en procesos fisiológicos cómo en patogénicos. Tras 

su transcripción, no son elementos codificantes de proteínas, y pueden tener 

efectos pro-tumorales o antitumorales. Los micro ARN (miARNs), son simples 

cadenas de 18 a 25 nucleótidos de longitud, que regulan la expresión de más del 

60% de genes de proteínas codificantes, incluyendo aquellas que regulan los 

procesos de proliferación, diferenciación, y apoptosis celular. Por otro lado, los ARN 

largos no codificantes (lncARNs), funcionan como reguladores de la transcripción 

a través de múltiples actividades como: interacción génica, modificación de la 

cromatina y regulación de la arquitectura nuclear, a los que se ha de añadir las 

mismas funciones que los miARNs, en referencia a la proliferación, diferenciación 

y apoptosis celular171. 

  
2.4.3 LA METILACIÓN DEL ADN COMO BIOMARCADOR EN EL CCR 
El biomarcador epigenético más usado en práctica clínica del CCR ha sido el estado 

de metilación del promotor del gen que codifica para MLH1, como mecanismo de 

silenciamiento del gen a nivel somático. Se analiza mediante la detección de la 



 
 

 
 

46 

proteína por inmunohistoquímica, para el análisis de inestabilidad de microsatélites, 

que se puede completar por el análisis del estado de metilación por técnicas de 

pirosecuanciación. Se usa como estrategia diagnóstica, para discriminar entre los 

pacientes con síndrome de Lynch, en los que la causa más frecuente de 

inactivación de MLH1 es por mutaciones germinales en el gen, y en CCR 

esporádico por pérdida del MMR172. 

Otro biomarcador epigenético diagnóstico de CCR, es el estado de metilación del 

gen SEPT9 en plasma, que codifica para la proteína septina 9, envuelta en 

procesos celularos dinámicos, como de exocitosis. Fue el primer biomarcador 

molecular usado en sangre, para el screening del CCR, con una sensibilidad que 

oscila del 48% al 90%, y una especificidad desde 73 al 97%. Su mayor limitación 

es su pobre sensibilidad para la identificación de precursores benignos, como los 

adenomas, variando desde un 8% al 39%173. Otro biomarcador epigenético 

diagnóstico descrito, es el estado de metilación del gen VIM (vimentina), que puede 

ser detectado tanto en sangre como en heces174.  

En cuanto a biomarcadores epigenéticos pronóstico de CCR, se han descrito 

algunos, pero ninguno de ellos es habitualmente usado en la práctica clínica diaria. 

Un ejemplo es la hipermetilación de CDKN2A (específicamente p16INK4A 

promotor), ya sea en tejido o en sangre, asociada con un mal pronóstico, así como 

con un incremento del riesgo de recurrencia, y de aparición de metástasis en 

pacientes con CCR. En dos estudios antiguos, CDKN2A, mostraron una pobre 

supervivencia, en pacientes con estadio II de colon, y en estadio II-III de cáncer de 

recto tratados con cirugía y tratamiento adyuvante basado en fluoropirimidinas175. 

Es relevante el interés de encontrar biomarcadores predictivos basados en el 

estado de metilación génica, para la selección de tratamiento en pacientes con 

CCR. Hay pocos estudios dirigidos a este fin, y no han prosperado para su uso en 

la práctica clínica. Un ejemplo es el análisis de la hipermetilacion en el promotor del 

gen que codifica para MGMT, una proteína de reparación del ADN envuelta en la 

defensa de la mutagénesis y los agentes alquilantes. Esta ha sido asociada con 

buen pronóstico en paciente con CCR avanzado, después de tratamiento 

adyuvante con fluoropirimidinas, y con aumento de la respuesta a tratamiento 

preoperatorio con quimio-radioterapia, particularmente usando dacarbazina176. 

Este biomarcador se ha establecido en la práctica clínica del glioblastoma, pero no 

en el caso del CCR177. Otro ejemplo es el papel del silenciamiento epigenético del 
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gen MLH1, dando lugar al fenotipo MSI, en la predicción de respuesta al tratamiento 

con fluoropirimidinas, en régimen adyuvante, así como para la administración de 

inmunoterapia178. 

 
2.4.4 USO DE PERFILES DE METILACION PARA LA IDENTIFICACIÓN DE 
BIOMARCADORES EN CCR 
Uno de los principales problemas en el cáncer, es la presentación de mecanismos 

de resistencia primaria y secundaria, dónde los cambios epigenéticos pueden ser 

responsables de los mismos. Los perfiles de metilación pueden ser útiles como 

herramienta de búsqueda de biomarcadores predictivos en CCR. Un ejemplo es el 

trabajo de Moutinho et al179, dónde se analizan diferencias epigenéticas, a través 

de un perfil de metilación en células de CCR, sensibles y resistentes al oxaliplatino. 

Se observó que la hipermetilación del gen SRBC estaba asociado con una, pero 

supervivencia en una cohorte de tumores colorectales avanzados tratados con 

oxaliplatino. Estos resultados dan base para realizar futuros estudios, para validar 

la hipermetilación del gen SRBC como marcador predictivo en CCR resistente al 

oxaliplatino. Los perfiles de metilación pueden mostrar su utilidad en la 

identificación de tumores primarios de origen no filiado, para desarrollar un 

tratamiento más específico, y por tanto mejorar su supervivencia. Esto se aborda 

en el trabajo de Moran et al, dónde basándose en una firma de metilación de más 

de 2700 muestra de tumores conocidos (EPICUP), se predice a partir de una serie 

de 216 tumores de origen no filiado, su origen, en un 87% de los casos, y se objetiva 

un aumento de supervivencia en los pacientes que recibieron un tratamiento 

específico según la firma EPICUP, en comparación con los que recibieron 

tratamiento empírico180. 
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2. HIPÓTESIS: RACIONAL DE EPIGENÉTICA, HETEROGENEIDAD Y CCR 
 
El CCR avanzado, supone un grave problema sanitario, tanto por su incidencia 

como por su mortalidad. Si bien, en los últimos 10 años se ha mejorado la tasa 

global de supervivencia, en estadios avanzados el pronóstico sigue siendo pobre, 

a pesar de las nuevas incorporaciones terapéuticas. 

Ya se ha comentado en apartados previos, la visión del CCR como una enfermedad 

heterogénea. Diferentes subtipos moleculares, con diferentes alteraciones 

genéticas, diferentes fenotipos, a los que, en práctica clínica, salvo unos casos 

específicos, tratamos de forma similar. Si ponemos atención al proceso de 

carcinogénesis, hay varias teorías evolutivas, dónde ya sea de entrada, o durante 

el desarrollo del tumor, van a aparecer alteraciones genéticas, que van a dirigir todo 

el proceso de crecimiento tumoral, y que van a conformar un tumor completamente 

diferente al que nos encontramos previo a iniciar cualquier tipo de tratamiento. 

La epigenética se presenta como una herramienta útil, para la detección de cambios 

de expresión génica, y más concretamente con la metilación, para encontrar 

diferencias entre tumores, que no sean debidas a cambios simples secundarios del 

análisis de mutaciones. 

Con todo lo anteriormente expuesto, la hipótesis de trabajo se basa en utilizar la 

epigenética como posible herramienta diferenciadora de heterogeneidad tumoral 

en el CCR avanzado. La epigenética del tumor nos aportará información de la 

expresión génica diferencial dentro del mismo tumor, y en diferentes situaciones de 

la enfermedad.  

El análisis epigenético de la heterogeneidad intratumoral espacial, nos permitirá 

determinar cuál es la región intratumoral más heterogénea. En un segundo paso, 

también nos permitirá determinar la heterogeneidad intratumoral temporal, 

identificando a qué zona intratumoral del tumor primario se parece más 

epigenéticamente la metástasis pareada. Estos análisis se correlacionarán con 

todos los parámetros clínicos y patológicos recogidos previamente, tanto de los 

pacientes, como del as muestras tumorales. 

El conocimiento de estos cambios nos ayudará a entender mejor la naturaleza del 

tumor, y podría dar cabida al diseño de nuevos fármacos epigéneticos, que hagan 

sinergia con drogas ya establecidas, con el fin de establecer una mejora 

pronóstica en la evolución de los pacientes con CCR.  
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3. OBJETIVOS 
 
OBJETIVO PRINCIPAL  
 

3.1 Análisis y caracterización epigenética de la heterogeneidad intratumoral 

espacial: Determinación de las diferencias epigenéticas entre diferentes regiones 

tumorales, para elucidar su impacto en la naturaleza, y en el pronóstico del tumor.  

Para ser llevado a cabo, el objetivo principal se divide en tres subojetivos. 

 

       3.1.1 Recolección de forma retrospectiva de una cohorte de CCR, 

procesamiento de muestras de tumor primario incluidas en parafina, así como sus 

respectivas metástasis.  

Análisis descriptivo de las características clínicas, histopatológicas y moleculares. 

 

       3.1.2 Análisis epigenético de metilación del ADN de tres regiones 

intratumorales (frente invasivo tumoral, zona cercana al tracto digestivo y zona 

central) del tumor primario, así como de las metástasis hepáticas pareadas. 

 

       3.1.3 Análisis de datos y evaluación de asociación con el pronóstico, así como 

de otros parámetros clínico-patológicos. 

 

 
OBJETIVOS SECUNDARIOS 
 

3.2 Análisis y caracterización epigenética de la heterogeneidad intertumoral: 

Determinar si las diferencias epigenéticas entre diferentes tumores son superiores 

a las existentes entre las diferentes regiones intratumorales. 

 

3.3 Análisis de la heterogeneidad intratumoral temporal: Determinar qué región del 

tumor primario es más epigenéticamente similar a su metástasis asociada. 

Correlación de estos datos, con parámetro clínicos y patológicos. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
         
4.1 DISEÑO DEL ESTUDIO 
Se trata de un estudio experimental, retrospectivo, no controlado, en el que el 

objetivo principal es determinar la variabilidad epigenética en muestras parafinadas 

tanto de tumor primario, como de sus metástasis en los casos disponibles, en 

pacientes con CCR. 

 

4.2 CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LA POBLACIÓN A ESTUDIO 
La población a estudio comprende muestras de pacientes que han sido operados 

tanto de su tumor primario, y en algunos casos de sus metástasis de origen 

hepático, que no han sido tratadas previamente. 

A través del repositorio de muestras del Servicio de Anatomía Patológica del 

Hospital Germans Trias i Pujol y del Hospital del Valle d’Hebrón, se revisaron 

muestras de 151 pacientes, desde 1990 hasta 2011, con las características 

previamente citadas. Las muestras tumorales obtenidas, estaban incluidas en 

parafina (FFPE), y procedían del proceso quirúrgico. 

De este grupo de pacientes se generó una base de datos, excluyéndose los 

pacientes que con cumplían los criterios de inclusión que se enumeran a 

continuación. 

Finalmente, la tesis comprende la recopilación de forma retrospectiva de 79 

pacientes con CCR, dónde las muestras de parafina obtenidas a través de la 

intervención quirúrgica fueron analizadas. De los 79 tumores primarios, 

disponíamos de tejido de metástasis hepáticas pareadas en 23 pacientes (10 

sincrónicas y 13 metacrónicas). 

 

CRITERIOS INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 
Los pacientes debían cumplir los siguientes criterios de inclusión, y ninguno de 

exclusión. 

Criterios de Inclusión: 

• Consentimiento informado firmado 

• Edad igual o superior a 18 años 

• Pacientes de CCR confirmado histológicamente 
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• Disponibilidad de tejido tumoral primario, y cuando fuera posible, tejido 

metastásico incluido en parafina. 

Criterios de Exclusión: 

• Pérdida de seguimiento 

• No disponibilidad de datos sociodemográficos 

• Muestras de tejido parafinado tratadas previamente 

• No cumplir alguno de los criterios de inclusión 

 

4.3 RECOGIDA DATOS 
Los datos de los pacientes fueron recogidos retrospectivamente, tras firma del 

consentimiento informado, y tras valoración de cumplimiento de criterios de 

inclusión. Se integraron en una base de datos, usándose el programa estadístico 

SPPS 12.0, para la correlación de los datos obtenidos a nivel clínico y experimental 

  
4.3.1 Tipos de variables incluidos: 

• Edad y sexo 

• Estadio de la enfermedad 

• Localización del tumor primario y de las metástasis 

• Medición de las lesiones diana antes del tratamiento (RECIST) 

• Recaída: Fecha y localización de la misma 

• Tratamiento adyuvante y esquema administrado, si lo recibió 

• Respuesta global, tiempo a la progresión, supervivencia 

• Alteraciones moleculares (fenotipo MSI, mutaciones en KRAS o BRAF) 

• Características histopatológicas  

 
4.4 ANÁLISIS REALIZADOS SOBRE MUESTRAS 
 
4.4.1 Delimitación de regiones intratumorales 
Los 79 tumores primarios obtenidos de muestras en parafina se sometieron a 

macrodisección (Fig.8). Se evaluaron tres regiones tumorales diferentes en el 

Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Germans Trías i Pujol (Badalona), 

utilizando la tinción Hematoxilina Eosina, y el microscopio óptico. Todas las 
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muestras del tumor contenían al menos el 80% de las células de carcinoma para 

cada sección intratumoral. Las células estromales e inflamatorias, también se 

contaron para cada región. Se definieron tres regiones: la región más cercana a la 

superficie del tracto digestivo (TS), la masa tumoral central (CB) y el frente invasivo 

(IF). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 8. Macrodisección de las tres zonas intratumorales para el análisis epigenético: frente 
invasivo (IF), tumoración central (CB) y zona cercana a la superficie del tracto digestivo (TS). 
 
4.4.2 Extracción del ADN. Control de calidad 
 

Después de la desparafinización por xileno, y la digestión de tejidos por proteinasa 

K (Qiagen, Venlo, Países Bajos), el ADN fue extraído con el kit de extracción de 

ADN E.Z.N.A FFPE (Omega Bio-Tek Inc, Norcro.ss, GA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El ADN se cuantificó por un método fluorimétrico 

(Ensayo Quant-iT PicoGreen dsDNA; Life Technologies, Carlsbad, CA), y se 

verificó su idoneidad para ser sometido al pretratamiento con el kit de restauración 

de FFPE, mediante el ensayo Infinium HD FFPE QC (Illumina Inc., San Diego, CA). 

Este método consiste en la realización de una reacción en cadena de polimerasa 

Frente Invasivo (IF) Masa tumoral central (CB) 

Superficie Tracto Digestivo (TS) 

Muestra de inclusion en parafina 
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cuantitativa (qPCR) a partir de 2 ng de ADN. El valor para determinar la calidad del 

ADN (DCq), fue calculado restando el valor Cq medio de la muestra interrogada al 

valor Cq de un estándar proporcionado por el fabricante. Todas las muestras dieron 

como resultado DCq <5, que es el umbral de recomendación para determinar la 

idoneidad de las muestras procedentes de FFPE, para su posterior restauración del 

ADN. 
 

4.4.3 Conversión con bisulfito del ADN 
 

Las muestras con suficiente calidad, fueron sometidas al método de conversión por 

bisulfito (Fig. 9). Brevemente, este método se basa en usar bisulfito para convertir 

en el ADN las citosinas (C) no metiladas en uracilo (U), que posteriormente se 

convertirá en timina (T), y eliminar el grupo metilo de las C metiladas, 

conservándose como C. Esta conversión es necesaria para llevar a cabo los pasos 

posteriores, ya que los grupos metilos serían eliminados en los procesos de 

amplificación, y no se podría discriminar entre C metilada y no metilada. Mediante 

este método, la C metilada se conserva como C y la no metilada se convierte en T. 

La conversión de bisulfito se llevó a cabo utilizando 300 ng de ADN, aleatorizado 

en una placa de 96 pocillos, y usando el kit de metilación de ADN EZ-96 kit (Zymo 

Research Corp, Irvine, CA) siguiendo las instrucciones y recomendaciones del 

fabricante. 

 
Figura 9. Imagen de la conversión por bisulfito (scykness.wordpress.com) 
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4.4.4 Análisis de metilación de ADN mediante tecnología microarray 
 

Este análisis fue externalizado y se llevó a cabo en la Unidad de Epigenómica del 

Programa de Epigenética y Biología del Cáncer (PEBC), en el Institut d’Investigació 

Biomèdica de Bellvitge (IDIBELL), bajo la supervisión del equipo del Dr. Manel 

Esteller. El ADN ya convertido, fue sometido a un proceso de restauración, 

mediante el kitInfinium FFPE Restoration kit (Illumina). Este paso es necesario para 

regenerar las cadenas de ADN altamente degradadas al haber sido extraídas de 

tejido conservado en FFPE. Posteriormente, este ADN procesado fue usado para 

el análisis de microarrays de metilación de ADN mediante la tecnología de Illumina 

Infinium Human-Methylation450 BeadChip array, siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Fig. 10). Esta tecnología permite interrogar más de 450.000 posiciones 

CpG a lo largo de todo el genoma, cubriendo un 99% de los genes registrados en 

RefSeq. Se basa en u sistema de oligonucleótidos que permiten discriminar entre 

CpG metiladas o no metiladas mediante la lectura fluorimétrica en un escáner, de 

forma cuantitativa, valorando 0 como no metilado y 1 como totalmente metilado. La 

posterior normalización de los datos de intensidad sin procesar (crudos), se llevó a 

cabo utilizando el software de Illumina GenomeStudio.  Las intensidades 

normalizadas se transformaron en valores beta, calculando por marcador, el 

cociente entre intensidad metilada dividida, por la suma de intensidades metiladas, 

y no metiladas, y una compensación de 100.  
 

4.4.5 Análisis de datos de metilación del ADN 
 

El análisis de datos se realizó mediante el entorno estadístico R, en la Unidad de 

Bioinformática del Programa de Epigenética y Biología del Cáncer (PEBC), en el 

Institut d’Investigació Biomèdica de Bellvitge (IDIBELL), bajo la supervisión del 

equipo del Dr. Manel Esteller. Brevemente, partiendo de los datos normalizados, se 

realizó un filtraje para eliminar los datos procedentes de CpGs relacionadas con los 

cromosomas X e Y, así como aquellas sondas cercanas a sitios que contenía un 

polimorfismo de un solo nucleótido (SNP), según la anotación d el archivo de 

descripción del producto (Human-Methylation450, versión 1.2). Para afirmar que las 

3 diferentes zonas intratumorales asignadas para cada paciente tenían realmente 

el mismo origen, se utilizaron las sondas diseñadas dentro del microarray para 
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apuntar a 65 SNP, considerando que procedían del mismo paciente si no 

presentaban diferencias significativas (p-valor superior a 0.05) en estas posiciones.  
 

 
Figura 10. Esquema de la hibridación de microarrays de metilación de ADN mediante la 

tecnología Infinium Human-Methylation450 Beadchip array de Illumina. (www.Illumina.com). 

 

La representación del heatmap no supervisado de las 3 diferentes regiones 

tumorales (TS, CB e IF) para toda la cohorte de pacientes, se generó utilizando el 

1% de los sitios CpG seleccionados al azar, y organizándolos, aplicando un método 

de agrupación jerárquica (hierarchical clustering) basado en distancias de 

Manhattan agregadas por el vínculo de Ward. 

De manera similar, se usó el método de agrupación jerárquica basado en distancias 

Manhattan para determinar de forma no supervisada, la zona intratumoral más 

diferencial por paciente, así como la región intratumoral más epigenéticamente 

parecida a su metástasis por paciente. 
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4.4.6 Cálculo del coeficiente de homogeneidad epigenética 
 

Para estimar el nivel de homogeneidad epigenética intratumoral, calculamos un 

coeficiente basado en los cambios epigenéticos entre las 3 regiones intratumorales. 

Se generó el coeficiente denominado “desviación estándar media de los 

promotores (SDmean promoter)”, basado en calcular la desviación estándar (SD) 

entre las tres regiones intratumorales (TS, CB e IF) para cada paciente. Este 

coeficiente no tenía en cuenta aquellas CpGs externas a las zonas promotoras 

(según las regiones promotoras de genes Ensembl, versión Ensembl Genes 75), y 

CpGs con diferencias de expresión superiores a 0,01 (ANOVA; P> 0,01). El valor 

del coeficiente por paciente se calculó de acuerdo con la ecuación: 

 

 
 

donde “N” es el número total de sitios CpG filtrados interrogados en el microarray, 

“i” es uno de los sitios CpG filtrados, “j” es 1 de las 3 regiones intratumorales (TS, 

CB e IF), y “β” es el valor de la metilación. El valor más bajo del coeficiente indica 

el mayor nivel de homogeneidad, es decir, menor heterogeneidad intratumoral. 

 

4.4.7 Caracterizaación histopatológica del tumor 
 

Para llevar a cabo la evaluación de las diferentes zonas tumorales, se utilizó la 

tinción de hematoxilina-eosina, mediante la observación por microscopio óptico. 

Este análisis fue supervisado por el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital 

Germans Trias i Pujol. Se seleccionaron 3 zonas tumorales por sus diferentes 

particularidades, tanto por posición dentro del tumor, como por características 

histológicas: el frente tumoral por ser la zona de invasión del tumor, la zona próxima 

al tracto digestivo por ser la zona más externa del tumor, y una zona central, para 

ver la transición entre zonas extremas. Se evaluó que la infiltración estromal e 

inmunitaria fuera similar en las 3 regiones, y que hubiera almenos un 80% de 

células tumorales, para no introducir desviaciones que pudieran ser factores de 

confusión en el posterior análisis epigenético. 
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Se evaluaron también otras características histopatológicas para que pudieran ser 

relacionadas con potenciales cambios epigenéticos (Fig.11): 
 

• Características del frente invasivo: frente expansivo vs infiltrante. 

• Nivel de “tumor budding” entendido como presencia de células tumorales 

que se infiltran de manera individual, dando lugar a tumores más agresivos. 

• Nivel de inflamación, evaluada por la presencia de linfocitos infiltrantes y 

necrosis tumoral. 

 

 

      
 
 
 

      
 
Figura 11. Imágenes de tinción con hematoxilina-eosina al microscopio óptico de las diferentes 
características histopatológicas evaluadas en las zonas intratumorales. 
 

 

4.4.8 Análisis mutacional 
 

El estado mutacional de KRAS y BRAF se determinó mediante secuenciación 

estándar por Sanger utilizando cebadores específicos para genómico ADN 

Frente Expansivo Alto budding Alta inflamación 

Frente Infiltrativo Bajo budding Baja inflamación 
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genómico (disponibles a demanda). El análisis mutacional incluyó los codones 12 

y 13 para KRAS, y la mutación V600E para BRAF, para las 3 regiones 

intratumorales diferentes para cada tumor. 

 

4.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

La base de datos clínica incluía, todas las variables clínicas, sociodemográficas, 

histopatológicas y mutacionales, con datos actualizados de supervivencia. Tanto 

los análisis, como la inclusión de las variables, se hicieron por software SPSS25. 

Las asociaciones entre las covariables categóricas se evaluaron mediante el uso 

del test de X2, o la prueba exacta de Fisher, según se requería, considerando una 

asociación estadística significativa cuando el p-valor era inferior a 0,05.  

Las diferencias entre las variables categóricas, y covariables cuantitativas, se 

evaluaron utilizando la prueba no paramétrica de la U de Mann-Whitney, 

considerando también una asociación estadísticamente significativa cuando el p-

valor era inferior a 0,05. 

 

Para evaluar el impacto de las diferencias epigenéticas intertumorales en el modelo 

heatmap, las diferencias significativas en la distribución de porcentajes fueron 

evaluadas mediante el test X2 de bondad de ajuste. Éste se aplica cuando se tiene 

una variable categórica de una población única. La prueba determina si una 

distribución de datos o puntuaciones de una variable nominal (categórica) coincide 

con las expectativas teóricas para esa distribución.  

Para evaluar el impacto del nivel de homogeneidad epigenética intratumoral 

(EH) en el pronóstico de CCR, realizamos un análisis de supervivencia basados en 

las curvas de Kaplan-Meier, estimando el efecto del nivel de EH en supervivencia 

libre de recaídas, y supervivencia global. La homogeneidad epigenética, se calculó 

utilizando el coeficiente SD mean promoter descrito. Se establecieron dos grupos 

(alto y bajo nivel de homogeneidad), utilizando el cuartil 50 (mediana) de del 

coeficiente como valor umbral. Las curvas de Kaplan-Meier se extrajeron, y 

compararon con la prueba Log-Rank, asumiendo significación estadística en p-

valores inferiores a 0,05. 
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Para estudiar el papel del nivel de la homogeneidad epigenética en supervivencia 

considerando el efecto de otras covariables clínicas, histopatológicas y 

moleculares, se realizó un análisis multivariado mediante la Regresión de Cox, 

calculando el riesgo relativo o “hazard ratio” (HR), con un intervalo de confianza del 

95%. Se consideraron como factores pronóstico-independientes aquellas 

covariables con un p-valor inferior a 0,05.  
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5. RESULTADOS 
 
Objetivo Principal 
 
5.1 Análisis y caracterización epigenética de la heterogeneidad intratumoral 
espacial: Determinación de las diferencias epigenéticas entre diferentes 
regiones, y para elucidar su impacto en la naturaleza, y en el pronóstico del 
tumor 
 
Para ser llevado a cabo, el objetivo principal se divide en tres sub-objetivos: 

 
5.1.1 Datos Descriptivos de la muestra. Recolección de forma retrospectiva, 
procesamiento de muestras de tumor primario incluidas en parafina, así como 
sus respectivas metástasis.  
Análisis descriptivo de las características: epidemiológicas, clínicas, 
histopatológicas y moleculares 

 

Este trabajo retrospectivo, comprende la recolección de muestras parafinadas de 

79 paciente con CCR (Tabla 3). De todos los pacientes se obtuvo un consentimiento 

informado para la participación en el estudio. De un total de 23 casos de los 79 

tumores primarios, teníamos disponibilidad de metástasis hepáticas pareadas.  

 

• Variables sociodemográficas. 

Dentro de las características que se expone en la tabla 3, destacamos: un 

predominio de varones sobre mujeres (78% versus 22%), un 61% eran pacientes 

mayores de 60 años. 

 

• Variables clínicas. 

Un 60% de los pacientes eran tumores localizados en colon izquierdo y un 20% se 

presentaban al diagnóstico con enfermedad metastásica.  

De los pacientes con muestras pareadas de tumor primario y metástasis hepáticas, 

un 13% eran sincrónicas, y un 13% eran metacrónicas. 
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Tabla 3.  Características Clínicas e Histopatológicas de la población a estudio 
 
  

N = 79 
  

N (%)      N (%)  
   

    
Gender         

Male  62 (78%)   SURVIVAL PARAMETERS 
  

Female  17 (22%)   Relapse    
     Yes  26 (33%)  

Age     No  45 (57%)  
< 60  16 (20%)   Unknown  8 (10%)  

  > 60  48 (61%)   Survival status    
Unknown  15 (19%)   Alive   58 (73%)  

Stage     Exitus   13 (17%)  
Local disease  63 (80%)   Unknown  8 (10%)  

Advanced disease  16 (20%)       

Localization     
HISTOPATHOLOGIC PARAMETERS 

 

Right colon  31 (39%)   Histology subtype    
Left colon  48 (60%)   ADK       63 (80%) 

     ADK mucinous or PD  14 (18%)  
MSI status     Unknown / NV  2 (2%)  

MSS  68 (86%)   Type of IF    
MSI-H  11 (14%)   Expansive  39 (49%)  

K-Ras status     Infiltrative  36 (46%)  
Wild-Type  52 (66%)   Unknown / NV  4 (5%)  

Mutated  16 (20%)   Tumor budding     
Unknown/NV  11 (14%)   No / Low  54 (69%)  

     Medium / High  20 (25%)  
B-Raf status     Unknown / NV  5 (6%)  

Wild-Type  68 (86%)   
Mutated  11 (14%)   Tumor inflamation    

Liver metastasis     No/Low  45 (57%)  
Metachronous   13 (16%)   Medium/High  32 (41%)  
Synchronous   10 (13%)   Unknown/NV  2 (2%)  

No metastasis / NA  56 (71%)    
     Tumor necrosis    
Adjuvant Treatment  

   No/Low  60 (76%)  
Yes  58 (74%)   Medium/High  14 (18%)  
No  13 (16%)   Unknown/NV  5 (6%)  

Unknown  8 (10%)       
                 
MSI-H = microsatellites instability; MSS = stable tumors; NA = no available; NV = no valuable 
ADK = adenocarcinoma; PD = poor differentiated; IF = invasive front  
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A fecha del análisis, un 73% de los pacientes estaban vivos, con un 33% de 

recaídas. 

Recibieron tratamiento adyuvante en un 74% de los casos, basados en la 

combinación de oxaliplatino y fluoropirimidinas. 

 

• Variables genéticas. 

En referencia a las características moleculares analizadas, un 14% de la población 

presentaba inestabilidad de microsatélites, un 29% presentaba mutación en KRAS, 

y un 14% mutaciones en BRAF. 

           

• Variables histopatológicas. 

Un 80% de las muestras eran catalogadas histológicamente como 

adenocarcinomas infiltrantes, siendo un 18% mucinosos. El patrón de infiltración 

tumoral estaba muy equilibrado entre crecimiento expansivo o infiltrativo. Un 69% 

de los casos mostraron bajo “budding” tumoral, y un 76% mostraron bajo o nulo 

grado de necrosis tumoral. 

 

• Variables de supervivencia. 

Los datos incluídos en el análisis de supervivencia fueron de 71 de los 79 pacientes 

con CCR, de los que se disponía de datos registrados.  

La supervivencia libre de recaída a los 10 años fue del 63,4% (N: 26 recaídas), con 

una media global en años de 10,18 e intervalo de confianza del 95% de 11,81. No 

se pudo calcular la mediana porque la supervivencia libre de recaída se mantenía 

superior al 50%. La curva de supervivencia se representa en la figura 12a.   

La supervivencia global a los 10 años fue del 81,7% (N: 13 pacientes exitus), con 

una media global en años de 11,38 e intervalo de confianza del 95% de 13,60; así 

como una mediana de supervivencia de 10,96 años, con intervalo de confianza del 

95% de 14,26.  La curva de supervivencia se representa en la figura 12b 

         
  



 
 

 
 

74 

Figura 12 – Curvas de supervivencia de la cohorte de estudio de CCR (N=71; casos de los que se 
disponía información de los 79 globales) por análisis Kaplan-Meier para la supervivencia libre de 
recaída (a) y la supervivencia global (b). En el eje Y se representan los valores de supervivencia 
acumulada, siendo 1 el 100% de los casos. En el eje X se representa el tiempo de seguimiento en 
años.  
 

 

5.1.2 Análisis epigenético de metilación del ADN de tres regiones 
intratumorales (frente invasivo tumoral, zona cercana al tracto digestivo y 
zona central) del tumor primario 

 

Se analizaron perfiles de metilación de ADN, interrogando más de 450.000 

posiciones CpG, de los 79 tumores primarios de CCR, divididos en tres regiones 

diseccionadas de cada tumor (Fig.13). Estas tres regiones intratumorales 

corresponden a: la zona más expuesta al tracto gastrointestinal (TS), una región 

que se relaciona con la zona media del tumor (CB), y una tercera región 

correspondiente al frente infiltrativo (IF). 
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Figura 13. Descripción de las 3 regiones diseccionadas de cada tumor. TS (Tract Surface) zona 
expuesta al tracto gastrointestinal, CB (Central bulk) zona central de la masa tumoral e IF (Invasive 
front) que corresponde al frente infiltrativo como zona más externa del tumor. 
 

 

Después del análisis de datos procedentes del análisis de metilación de ADN 

diferencial entre las tres zonas intratumorales, se observó que globalmente, había 

un patrón común de metilación entre las tres regiones estudiadas, donde el 91% de 

las posiciones CpGs interrogadas, tenían similares niveles de metilación, 

observándose sólo en un 9% de ellas, un patrón de metilación diferencial, entre las 

regiones intratumorales, y concluyendo que el nivel de heterogeneidad epigenética 

intratumoral en esta población es bajo, aunque existente. Teniendo en cuenta este 

9% de posiciones CpG variables, y considerando los casos de forma global, la zona 

intratumoral más epigenéticamente divergente era el frente invasivo (Fig. 13).  
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Figura 13. Representación en heatmap del análisis supervisado comparativo entre las las 3 regiones 
intratumorales (código de colores arriba) en la población global (N = 79), mediante distancias 
Manhattan y sitios CpG situados en zonas promotoras. Las diferencias intra-regiones fueron 
valoradas mediante test ANOVA (FDR < 0.01, Δβ > 0.10). 
 

 

En otra aproximación, y con el objetivo de determinar en qué proporción de 

pacientes era el IF la zona más divergente, y si había casos en las que lo era una 

de las otras zonas, el análisis se dirigió a valorar, de forma individualizada para 

cada paciente, el nivel de divergencia epigenética entre regiones, mediante un 

análisis supervisado (Fig.14a). Como resultado, el frente invasor era, en un 49% de 

los pacientes, la región más epigenéticamente diferente. No obstante, las regiones 

TS, y CB fueron las más divergentes en un 25% de los casos respectivamente, 

demostrando que la región IF era la más predominantemente divergente, pero no 

de forma única (Fig 14b). 
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Figura 14. Análisis individual de la divergencia entre 3 regiones intratumorales. a) Representación 
gráfica ejemplo de 3 pacientes clasificados según la región intratumoral más divergente (izquierda 
= frente invasor; centro = zona central; derecha = superficie de tracto digestivo), calculada usando 
el 1% de las CpG en zonas promotoras más variables, de forma aleatoria. b) Representación gráfica 
del porcentaje de muestras clasificadas según qué región intratumoral es la más divergente Se 
muestran en colores: en rojo el frente invasor (IF), en amarillo la masa tumoral central (CB) y en 
azul, la superficie de tracto digestivo (TS). 
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5.1.3 Análisis de datos y evaluación de asociación con el pronóstico, así como 
de otros parámetros clínico-patológicos 

 

Para determinar de forma cualitativa si el hecho que una zona intratumoral 

determinada fuera la más epigenéticamente diferente, podía tener un papel en la 

evolución de la enfermedad, se realizó un análisis de supervivencia, no mostrando 

valor pronóstico. Con el fin de estudiar su posible impacto en el pronóstico de estos 

pacientes, el nivel de heterogeneidad fue transformado a nivel cuantitativo, 

mediante la generación del coeficiente de homogeneidad epigenética (EH), que 

mide el grado de diferencias en los niveles de metilación entre regiones, de forma 

numérica, independientemente de cuál fuera la zona intratumoral más divergente. 

Este coeficiente se basa en el cálculo de la desviación estándar de los valores de 

metilación de las posiciones CpG en zonas promotoras, entre las tres regiones 

intratumoral es para cada paciente. Mediante un análisis de supervivencia a través 

de curvas Kaplan-Meyer, se determinó que los pacientes de CCR con enfermedad 

loco regional, con fenotipo MSS y sin mutaciones en BRAF, y un alto coeficiente de 

homogeneidad epigenética (es decir, baja heterogeneidad), presentaban una peor 

supervivencia libre de progresión, y una reducida supervivencia (Fig. 15). 

Finalmente, la N fue de 50 pacientes. Los pacientes que presentaban fenotipo MSI 

fueron excluidos, ya que sus niveles de metilación globales eran superiores a los 

tumores MSS, debido a su naturaleza hipermetiladora. También se estratificó por 

estadio (locoregional vs avanzado), ya que se trataba del factor pronóstico más 

potente, eliminando así del análisis los pacientes con estadio avanzado, que 

además eran muestras seleccionadas de las que se disponía tejido de la metástasis 

pareada y podían introducir un sesgo. De acuerdo con los modelos multivariados 

de regresión de Cox, una alta homogeneidad epigenética (baja heterogeneidad), 

mostraba ser un factor pronóstico independiente de supervivencia libre de 

progresión en la cohorte con enfermedad locoregional (Fig. 16).  
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Figura 15. Impacto pronóstico de la homogeneidad epigenética en CCR. Análisis Kaplan-Meier para 
la supervivencia libre de recaída (izquierda)) y supervivencia global (derecha) entre pacientes con 
enfermedad locoregional (N=50), cuyos tumores eran fenotipo MSS, de acuerdo con el coeficiente 
de homogeneidad epigenética. El p-valor corresponde a la función Log-Rank, considerando un p-
valor menor a 0,05 como estadísticamente significativo. 
 
 
 

 
 
Figura 16. Forest plot del análisis multivariado por regresión de COX, teniendo en cuenta diferentes 
variables clínicas e histopatológicas en la misma población locoregional (N=50). Los p-valores 
corresponden al riesgo relativo (Hazard Ratio), y los parámetros con p-valores menores a 0,05 
fueron considerados como factores pronóstico independientes.  
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Tabla 4.  Asociación entre variables y coeficiente de homogeneidad en la cohorte seleccionada 
para el estudio de supervivencia. 
  

N = 50 N (%) 
 SDmean promoters*  

  Low EH High EH P**   

Gender        

Male 45 (90%)  22 (49%) 23 (51%) 0.54   
Female 5 (10%)  2 (40%) 3 (60%)    

Age        

<60 16 (32%)  10 (62%) 6 (38%) 0.23   
>60 34 (68%)  14 (41%) 20 (59%)    

Localization        

Right colon 19 (38%)  9 (47%) 10 (53%) 0.94   
Left colon 31 (62%)  15 (48%) 16 (52%)    

KRAS status        
Wild-Type 35 (70%)  20 (57%) 15 (43%) 0.07   

Mutated  15 (30%)  4 (27%) 11 (73%)    

Histology subtype        
ADK 38 (76%)  17 (45%) 21 (55%) 0.69   

ADK mucinous or PD 10 (20%)  6 (60%) 4 (40%)    
Unknown / NV 2 (4%)  1 (50%) 1 (50%)    

Type of Invasive Front        
Expansive 21 (42%)  13 (62%) 8 (38%) 0.21   
Infiltrative 25 (50%)  9 (36%) 16 (64%)    

Unknown / NV 4 (8%)  2 (50%) 2 (50%)    
Tumor Budding        

No / Low 32 (64%)  15 (47%) 17 (53%) 0.85   
Medium / High 13 (26%)  7 (54%) 6 (46%)    
Unknown / NV 5 (10%)  2 (40%) 3 (60%)    

Tumor Inflamation        
No / Low 29 (58%)  13 (45%) 16 (55%) 0.87   

Medium / High 19 (38%)  10 (53%) 9 (47%)    
Unknown / NV 2 (4%)  1 (50%) 1 (50%)    

Tumor Necrosis        
No / Low 40 (80%)  18 (45%) 22 (55%) 0.61   

Medium / High 6 (12%)  4 (67%) 2 (33%)    
Unknown / NV 4 (8%)  2 (50%) 2 (50%)    

Relapse        

yes 18 (36%)  5 (28%) 13 (72%) 0.042   
no 32 (64%)  19 (59%) 13 (41%)    

Survival status        

Alive  44 (88%)  24 (55%) 20 (45%) 0.023   
Exitus  6 (12%)  0 (0%) 6 (100%)    

           
**Heterogeneity coefficient based in Silhouette method considering Manhattan distances among intra-tumor sections and 
of other samples.  
**p-value from Chi-Square and Fisher's test; p-value under 0.05 is considered as statistical significant 

EH = Tumor Epigenetic Homogeneity; MSI-H = microsatellites instability; MSS = stable tumors; NA = No available 
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La asociación entre las características clínicas, histopatológicas y moleculares de 

la cohorte seleccionada (N=50) en relación con el coeficiente de homogeneidad 

epigenética, dicotomizado en alto o bajo, según el valor de la mediana, se 

representa en la tabla 4, no encontrándose asociaciones estadísticamente 

significativas, excepto en supervivencia: los casos con alto EH presentaban mayor 

número de recaídas y más eventos de muerte. 

 
 
5.2 Objetivos Secundarios 
 
5.2.1 Análisis y caracterización epigenética de la heterogeneidad 
intertumoral: Determinar si las diferencias epigenéticas entre diferentes 
tumores colorectales son superiores a las existentes entre las diferentes 
regiones intratumorales 

 

Analizamos el perfil de metilación de más de 450.000 islas CpG, en las tres 

regiones mencionadas previamente de cada uno de los 79 pacientes. En un primer 

análisis no supervisado, mediante la representación por aglomeración jerárquica en 

heatmap, a partir del cálculo de distancias Manhattan, se observó que cada una de 

las tres regiones tumorales diseccionadas preferentemente se agrupaban dentro 

de cada paciente (66%; 52 de 79). Esto se tradujo en concluir que la 

heterogeneidad intertumoral era significativamente mayor que la intratumoral (Fig. 

17). 

Para comprobar que estas diferencias en heterogeneidad epigenética intertumoral, 

no eran debidas a artefactos introducidos por la presencia de tejido sano, se 

analizaron 20 muestras de mucosa sana de tejido colorectal, que se agruparon de 

forma conjunta formando un grupo o “cluster”, y demostrando que las muestras 

tumorales no estaban enriquecidas en tejido sano y que, por tanto, las diferencias 

se debían al tejido tumoral. Además, se observó una agrupación de muestras en 

“cluster” que mostraban un perfil epigenético diferencial al resto de tumores. Se 

trataba de las muestras con fenotipo MSI que, como se ha comentado, tienen 

fenotipos hipermetilados, a diferencia que las muestras MSS. 
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Figura 17. análisis no supervisado del total de regiones intratumorales (n=237) de los 79 pacientes, 
usando la aglomeración jerárquica, por el método de distancias de Manhattan. Representación 
aleatoria en heatmap del 1% de las islas CpG interrogadas mediante Illumina Infinium 
HumanMethylation450 beadchip. Las regiones codificadas en color como: Azul (TS), amarillo (CB) 
y rojo (IF). Enmarcado en lila se muestra el cluster correspondiente a los tumores fenotipo MSI, con 
un fenotipo hipermetilado, diferencial al resto de tumores (CpGs asociadas al fenotipo MSI, 
marcadas en el cuadro azul claro). 
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5.2.2 Análisis de la heterogeneidad intratumoral temporal 
 
5.2.2.1 Determinar qué región del tumor primario es más epigenéticamente 
similar a su metástasis asociada 
Se analizó qué región intratumoral era más parecida en cada uno de los casos de 

los que se tenía las metástasis hepáticas pareada de nuestra serie (N=23). En un 

análisis supervisado de cada sección intratumoral dentro de cada caso (Fig. 18), 

incluyendo su metástasis correspondiente. Observamos que la región más 

frecuente del tumor primario, que se parecía más epigenéticamente a su metástasis 

(compartía más eventos de metilación), era la superficie en contacto con el tracto 

digestivo TS (43%), seguida por IF (30%) y CB (26%) (Fig. 19). Similares resultados 

se obtuvieron al estratificar el análisis r entre las metástasis sincrónicas (10), y 

metacrónicas (13) (Fig. 20). Para hacer la agrupación en “clusters” en los heatmaps 

individuales, sólo se tuvieron en cuenta el 9% de posiciones CpG que habían 

mostrado diferencias significativas de metilación, de forma aleatoria. 
 
5.2.2.2 Correlación de estos datos, con parámetro clínicos y patológicos 
Se analizó si la similitud epigenética entre tumor primario y su metástasis, estaba 

asociada a variables clínicas, histopatológicas o mutacionales. Para evaluar la 

homogeneidad epigenética entre el tumor primario y su metástasis, se calculó la 

distancia Euclidea, a nivel de los heatmaps generados, entre la metástasis, y la 

región intratumoral con más semejanza a esta, independientemente de la que 

fuera, estableciendo un coeficiente de valor cuantitativo. Se concluyó, que no había 

una asociación significativa entre las variables clínicas (edad, sexo, localización, 

estadio), histopatológicas (tipo histológico, tipo de frente invasor, grado de 

inflamación, presencia de “budding” tumoral y grado de necrosis), y el estado 

mutacional (mutaciones en KRAS) con el grado de semejanza epigenética entre 

tumor y metástasis pareada. (Fig. 21-23). 
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Figura 18: Diferentes representaciones gráficas del análisis individual (por paciente) del origen de 
las metástasis, usando la distancia euclídea entre las 3 regiones intratumorales del tumor primario 
y su metástasis, calculada a partir del 1% de las CpGs en zonas promotoras más variables. Se 
muestran, como ejemplo, 3 casos, según la región intratumoral más epigenética semejante a la 
metástasis (columna izquierda = frente invasivo; columna central = zona central; columna derecha 
= superficie del tracto digestivo)  usando 3 representaciones gráficas diferentes: fila superior = 
representación mediante heatmap; fila central = árboles  que representan la distancia euclídea entre 
zonas; fila inferior =  representación gráfica según la cual el color más claro representa la zona 
intratumoral más cercana a la metástasis.    
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Metástasis similar a… n % 

Invasive Front (IF) 7 30.4% 

Center Bulk (CB) 6 26.1% 

DigestiveTract Surface (TS) 10 43.5% 

Total 23   

 

 
Figura 19. Análisis individual (por paciente) del origen de las metástasis, usando la distancia 
euclídea entre las 3 regiones intratumorales del tumor primario y su metástasis. Representación 
gráfica del porcentaje de muestras clasificadas según qué región intratumoral es la más semejante 
a su metástasis. Se muestran en colores: en rojo el frente invasor (IF), en amarillo la masa tumoral 
central (CB) y en azul, la superficie de tracto digestivo (TS). 
 

 

                                     

    
 
 
Figura 20. Porcentaje de regiones intratumorales que se parecen más epigenéticamente a la 
metástasis, divididas entre metástasis sincrónicas (izquierda) o metacrónicas (derecha). 
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Figura 21. Asociación de variables clínicas con perfil epigenético de tumor primario y metástasis 
pareada. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante el test U de Mann-Whitney, 
considerando un p-valor inferior a 0,05 como estadísticamente significativo. 
 
 
 
 
 

P = 0.49 P = 0.26 

P = 0.49 P = 0.65 
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Figura 22. Asociación de variables histopatológicas con perfil epigenético de tumor primario y 
metástasis pareada. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante el test U de Mann-Whitney, 
considerando un p-valor inferior a 0,05 como estadísticamente significativo. 
 
 

 

  
Figura 23. Asociación de variables genéticas con perfil epigenético de tumor primario y metástasis 
pareada. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante el test U de Mann-Whitney, 
considerando un p-valor inferior a 0,05 como estadísticamente significativo. 
 

P = 0.83 P = 0.53 

P = 0.41 P = 0.75 

P = 0.41 
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6. DISCUSION 
 
6.1 Discusión de datos clínicos 
 
Las variables sociodemográficas de la población analizada, como son la edad, la 

localización tumoral y el número de pacientes que reciben tratamiento adyuvante, 

son equiparables a otros estudios publicados en la literatura, dónde la edad media 

de presentación son los 65 años, predominando los tumores de colon izquierdo 

sobre los tumores de colon derecho, y dónde reciben por encima del 70% 

tratamiento adyuvante181. En este aspecto, hemos de recalcar que el hecho que 

más de la mitad de los pacientes incluidos en el estudio realicen tratamiento 

adyuvante, define a esta cohorte como de alto riesgo de recaída. La variable sexo, 

con un 78% de varones, sí que parece distar de las series publicadas, donde 

normalmente existe un equilibrio porcentual entre ambos sexos, con ligero 

predominio del masculino.  
 

Respecto al análisis de mutaciones de los casos de nuestra serie, se tiene que 

constatar que es una cohorte enriquecida de pacientes con mutaciones en BRAF, 

representando un 14% de casos. La presencia de mutaciones en BRAF es un factor 

indicador de mal pronóstico, que se presenta normalmente entre un 8-10% de los 

casos de CCR, y en nuestra serie este porcentaje sería algo mayor. Por el contrario, 

la presencia de fenotipo MSI en tumores localizados es un factor de buen 

pronóstico, objetivándose en un 14% de los casos de forma global, en la misma 

línea que en nuestra cohorte de estudio182. Se hipotetiza que la coexistencia del 

fenotipo MSI con la mutación de BRAF en el mismo tumor, que serían los 

denominados adenocarcinomas serrados, compensa el efecto deleterio de la 

mutación con el pronóstico positivo del otro, siendo su frecuencia de coexistencia 

en estudios publicados muy similar al porcentaje en la presente cohorte (14%)183.  

Respecto a la presencia de mutaciones en KRAS, en la cohorte de estudio se 

observan en porcentaje menor (29%) que las reportadas en la literatura (40%)99-108. 

Subrayando que la presencia de esta mutación es un factor de mal pronóstico, y el 

bajo porcentaje en nuestra serie, nos hace confirmar nuestros resultados en datos 

de supervivencia obtenidos en el estudio de nuestra población, que señalan a una 



 
 

 
 

92 

cohorte  de pacientes con mejor pronóstico de lo esperado por ser una cohorte de 

alto riego de recaída63-70.  
 

En el CCR, entre 60-70% de los pacientes son diagnosticados con enfermedad 

localizada, y el resto, 30-40%, debutan con enfermedad metastásica. De los que 

debutan como tumores localizados, la mitad desarrollarán metástasis durante su 

seguimiento. La supervivencia global en pacientes con enfermedad avanzada que 

se intervienen de metástasis hepáticas tras realizar un tratamiento neoadyuvante 

es del orden 50% a los 8 años184. Con estas premisas, se puede advertir que 

nuestra población de estudio está sesgada. Se tiene que tener en cuenta que se 

trata de una cohorte restrospectiva, en la que muchos casos no fueron 

seleccionados de forma aleatoria, ya que, para hacer los estudios moleculares 

comparativos, se necesitaba tener grupos balanceados para cada variable de 

estudio. Además, era necesaria la presencia de casos de enfermedad avanzada de 

los que se poseía la muestra de la cirugía del tumor primario y de la metástasis, 

con aproximadamente la mitad de los casos con enfermedad metastásica al 

diagnóstico (sincrónicas) y la mitad con metástasis que aparecieron de forma 

metacrónica.  
 

Con todo esto, nuestra población presenta una incidencia menor de la esperada 

con características de mal pronóstico, ya metastásica en el diagnóstico pero, con 

un número limitado de metástasis hepáticas, un mayor porcentaje de pacientes con 

lesiones hepáticas metacrónicas, hasta recordar, que de nuestra serie las 

metástasis hepáticas operadas, no habían recibido tratamiento sistémico; todo ello 

hace que la muestra del estudio, si bien se presentan con enfermedad metastásica, 

son un grupo seleccionado de mejor pornóstico, que la que observamos en la 

práctica clínica diaria. Se seleccionaron esos casos, porque se pretendía hacer el 

estudio de heterogeneidad epigenética entre tumor primario y metástasis, sin la 

presión selectiva que pudiera ejercer un tratamiento. Esta fue también una de las 

razones por la que la población metastásica, no se incluyó en el estudio del efecto 

pronóstico de la homogeneidad epigenética tumoral, teniendo sólo en cuenta la 

enfermedad locoregional, en la que no existía un sesgo tan evidente.  

Esto en conjunto, puede justificar los datos de supervivencia, en una población que 

difícilmente podríamos analizar hoy, dado que actualmente casi el global de 
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pacientes realizan tratamiento quimioterápico neoadyuvante antes de ser 

intervenidos de las lesiones metastásicas, y esto le da un interés como cohorte de 

estudio de la evolución epigenética desde el tumor primario a la metástasis, 

producido por la misma naturaleza de la enfermedad, sin la selección clonal 

producida por la terapia. 

 

 

6.2 Discusión sobre la Heterogeneidad tumoral y su impacto en oncología 
 
El CCR se considera una enfermedad heterogénea, que se genera de la 

acumulación de múltiples alteraciones genéticas y epigenéticas, implicadas en 

diversos procesos de carcinogénesis, donde un epitelio de colon normal, se 

transforma en una lesión preneoplásica, hasta convertirse en carcinoma, llegando 

a ser un tumor infiltrante185. La identificación de todos estos eventos moleculares 

que conducen a la formación de un tumor, se considera muy relevante, tanto a nivel 

de diagnóstico como terapéutico, en el ámbito actual de la medicina personalizada. 
  

Del esfuerzo en la realización de estudios de secuenciación masiva en diferentes 

tumores para identificar la diversidad de vías carcinogénicas, donde se han 

identificado cientos de mutaciones conductoras, así como otras aberraciones 

genómicas, se ha podido objetivar la extensión de la diversidad molecular tumoral, 

no sólo entre tumores de diferentes pacientes (heterogeneidad intertumoral), sino 

dentro del mismo paciente (heterogeneidad intratumoral). La heterogeneidad 

intertumoral a nivel morfológico, ya ha sido ampliamente demostrada por las 

observaciones histopatológicas del tumor, así como a nivel cromosómico, mostrada 

mediante análisis citogenéticos. No obstante, el interés no sólo se centra en 

conocer cuáles son los mecanismos conductores de un tumor, sino entender los 

cambios producidos en el momento de aparición de lesiones metastásicas durante 

la evolución del tumor, dado que estos cambios pueden tener un impacto tanto en 

la respuesta terapéutica, como en el pronóstico de este. Por tanto, hay una 

necesidad de entender la historia evolutiva del tumor, disponiendo de información 

molecular, tanto en el espacio como en el tiempo, para poder identificar todos los 

procesos moleculares que contribuyen al inicio, mantenimiento, progresión y 

diversificación del tumor. 



 
 

 
 

94 

La heterogeneidad intratumoral, ya sea temporal (entre tumor primario y 

metástasis) o espacial, puede tener  importantes implicaciones, formándose clonas 

molecularmente heterogéneas por mecanismos intrínsecos celulares como la 

inestabilidad genómica, la inestabilidad de microsatélites o alteraciones 

epigenéticas de regulación génica, o creada a través de la administración de 

tratamientos sistémicos contra el tumor, que condicionan la aparición de clonas 

resistentes seleccionadas bajo presión longitudinal de este. 
 

La presencia de heterogeneidad intertumoral, principalmente a nivel genético, pero 

también epigenético, ya ha sido demostrada, y ha hecho posible disponer de un 

consenso de subtipos moleculares en el CCR que lo refrendan133. En cambio, la 

heterogeneidad intratumoral ha sido menos estudiada, entendiéndola como 

alteraciones moleculares diferenciales en diferentes clones celulares dentro de 

cada masa tumoral, y su contribución en la generación de mecanismos de 

resistencia a tratamientos, en el proceso de invasión, migración y de metástasis, 

que condiciona su impacto pronóstico en la evolución de la enfermedad. 
 

 Ya que el papel de la genómica en la heterogeneidad tumoral ha sido más 

ampliamente descrito, esta tesis se ha centrado en estudiar el impacto en la 

evolución tumoral de la heterogeneidad intratumoral a nivel epigenético, por su 

papel clave en la regulación génica, y en la diferenciación celular y tisular. 

 

En resumen, la mayoría de los estudios sobre heterogeneidad tumoral se han 

centrado en la genómica, demostrando la presencia de distintos perfiles 

mutacionales, entre diferentes regiones del tumor primario, y sus metástasis, o 

incluso metástasis diferentes del mismo paciente, por tanto, evidenciando una 

heterogeneidad genética186-187. Estas variaciones en los perfiles mutacionales, han 

demostrado un valor pronóstico, y predictivo de respuesta a varios tratamientos 

dirigidos. El ejemplo más evidente en CCR, es el uso de agentes dirigidos al 

bloqueo extracelular del receptor EGFR (agentes anti-EGFR), en pacientes con 

CCR con las proteínas de la familia RAS nativas, dónde se objetiva, que menos de 

la mitad de los pacientes responden a esta terapia, indicándonos que podría existir 

un mecanismo de resistencia instrínseco, causado por una heterogeneidad 

intratumoral asociada a la presencia de un bajo porcentaje de clonas celulares con 
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mutaciones en KRAS, o en otros efectores de la vía MAPK, que dan refractariedad 

celular a este tratamiento188. 
 

En CCR se ha descrito que, diversas mutaciones somáticas  en el gen que codifica 

para la proteína KRAS, están asociadas a la adquisición de resistencia al 

tratamiento con anticuerpos dirigidos contra EGFR, a lo largo del cual, por 

monitorización no invasiva mediante ADN tumoral circulante (ADNtc), durante la 

adquisición de resistencia a  no sólo se detectan subclonas tumorales resistentes 

tras la presión selectiva al recibir el tratamiento, sino que de se detectan subclonas 

resistentes previas al inicio de tratamiento189. 
 

La biopsia líquida, entendiendo como tal la extracción de una muestra sanguínea o 

de otros fluidos, permite estudiar en tiempo real los cambios a nivel genético y 

epigenético que se producen durante la evolución de la enfermedad190. Si bien, 

existe una alta concordancia entre el estado mutacional de KRAS, NRAS y BRAF 

en el tejido, y el ADNtc de pacientes con CCR, es interesante mencionar que el 

análisis de ADNtc detecta mutaciones en KRAS, no detectadas en la pieza 

quirúrgica191. Por tanto, parece que en la biopsia líquida se podría detectar la 

heterogeneidad intratumoral clonal con mayor sensibilidad que en el tejido, ya que 

normalmente el tejido tumoral analizado procede de una pequeña zona particular 

del tumor, donde esta heterogeneidad puede no estar representada, en cambio sí 

lo puede estar en el ADNtc192.  
 

Paralelamente, el ADNtc ha demostrado una particular utilidad en monitorizar la 

respuesta, e identificar mecanismos de resistencia al tratamiento en CCR 

avanzado. Se ha demostrado que la detección de ADNtc, permite detectar la 

heterogeneidad tumoral longitudinal bajo la presión del tratamiento con anticuerpos 

anti-EGFR193. Además, el análisis longitudinal de ADNtc mostró que estas 

mutaciones emergen rápidamente durante el bloqueo del receptor EGFR, 

frecuentemente son de nuevo detectas en plasma antes que la progresión tumoral 

sea visualizada por una prueba radiológica194. En la era de la inmunoterapia, dónde 

se ha podido relacionar una alta carga mutacional con respuesta al tratamiento, la 

biopsia líquida es una herramienta útil para detectar esta heterogeneidad 

intratumoral y la carga mutacional tumoral, relacionada con eficacia a 
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inmunoterapia195-196. Dentro de este apartado de la biopsia líquida, es de vital 

importancia la incorporación de la epigenética, como herramiento útil, no sólo a 

nivel diagnóstico, con la búsqueda de biomarcadores, sino también como 

pronóstica, y de aplicabilidad clínica, como la predictiva de respuesta. Este último 

punto referente a la respuesta terapéutica, me parece de gran interés en la práctica 

clínica, no sólo abordando los mecanismos de resistencia, a través de un análisis 

mutacional, sino también desde un análisis epigenético. Desde este análisis no sólo 

podremos descubrir vías nuevas de resistencia, sino descubir nuevas dianas 

terapéuticas, que podrían mejorar la supervivencia de nuestros pacientes con 

CCR197-198. 

 
 
6.3 Discusión por Objetivos 
 
La epigenética, entendida en nuestro estudio como una herramienta reguladora de 

expresión genes y valorada mediante el estado de metilación del ADN, ha 

demostrado contribuir de forma activa al proceso de carcinogénesis del CCR, pero 

su influencia en la heterogeneidad intratumoral ha sido menos estudiada; si bien 

muchos de los genes supresores de tumores están inactivados por hipermetilación 

de los promotores de las islas CpG199. 
 

De forma lógica, en nuestro trabajo se observa que la heterogeneidad intertumoral 

es mayor que la existente en una misma masa tumoral, ya que se trata de 

diferencias existentes entre tumores de diferente origen, procedentes de diferentes 

individuos200. En este contexto, la heterogeneidad epigenética intertumoral ya 

permite discernir entre un grupo de pacientes con tumores de un mismo origen a 

nivel carcinogénico, como son los tumores con fenotipo MSI, y las mutaciones en 

BRAF. 
 

Este fenómeno corresponde con otros trabajos previos, en los que se ha descrito 

que la presencia de MSI da lugar a fenotipos tumorales hipermetilados, debido a 

alteraciones en los sistemas de reparación del ADN, que tienen su origen de forma 

mayoritaria en la metilación temprana de genes de la vía MMR. Gracias al 

establecimiento de esta heterogeneidad intertumoral en el CCR, se han podido 
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establecer los diferentes subgrupos moleculares, clasificando así mejor a los 

pacientes133-134. Un contexto parecido, es el descrito en los casos de gliomas con 

metilación en el promotor del gen que codifica para MGMT, los cuales se han 

asociado con fenotipos hipermetiladores (CIMPg), dando lugar a una nueva 

clasificación de tumores menos agresivos, y con mejor pronóstico201. A nivel 

epigenético, otros autores han descrito la heterogeneidad intertumoral 

anteriormente, ejemplos tenemos en cáncer de páncreas, pulmón y tumores 

cerebrales202-204, definiéndola como mayor que la intratumoral, y que es conducida 

mayoritariamente por modificaciones epigenéticas. 
 

Centrándonos en el objetivo principal de esta tesis, destinado a estudiar la 

heterogeneidad intratumoral espacial, en los resultados presentados se observa la 

existencia de esta, aunque en un pequeño porcentaje de las posiciones CpG 

interrogadas. Era de esperar que estas diferencias fueran en pequeño porcentaje 

(9%) respecto a las posiciones CpG estudiadas, ya que se trata de células 

tumorales con un origen común, pertenecientes a la misma masa tumoral del mismo 

paciente. Este hecho se corrobora otros estudios publicados sobre la existencia de 

esta heterogeneidad intratumoral a nivel genético, y epigenético en otras 

neoplasias, donde la secuenciación multirregional en tumores como carcinoma 

renal, glioblastoma y cáncer de pulmón, han mostrado una divergencia significativa 

entre distintas áreas del mismo tumor  pudiendo deducir205-208, a partir del estudio 

de diferentes regiones intratumorales, cuáles son las alteraciones moleculares que 

se producen de forma temprana en el proceso de carcinogénesis, así como las que 

aparecen de forma tardía, solamente en clones de células tumorales de algunas de 

las regiones estudiadas. 
 

Respecto al estudio de la heterogeneidad intratumoral de las tres regiones 

intratumorales estudiadas de cada paciente, y de cuál era la sección más 

epigenéticamente divergente, fue el frente invasivo la observada en la mayoría de 

los casos. Esto podría estar en concordancia con que el frente invasivo, es una 

región crucial de cambios moleculares relacionados con cambios de expresión en 

moléculas de adhesión, así como cambios en proteínas en la zona de transición 

epitelio mesénquima, asociados con la invasión tumoral209-210. En este sentido, se 

ha podido constatar en la bibliografía que la pérdida de la membrana basal en 
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tumores colorectales se considera un factor pronóstico de la evolución del tumor. 

Dicha membrana basal desaparece de forma selectiva en el frente invasivo de los 

tumores, siendo un factor independiente de crecimiento del tumor, y del proceso de 

metástasis. Esta pérdida de la membrana basal se confirma también 

selectivamente en el frente invasivo de las metástasis de muestras de pacientes 

con cáncer de colon, y está íntimamente relacionada con la zona de transición 

epitelio-mesénquima (EMT), que está implicado en procesos represores de la 

transcripción211.  
 

No obstante, en un porcentaje de los casos, observamos que las regiones 

intratumorales epigenéticamente más divergentes, son la zona cercana al tracto 

digestivo y la zona tumoral central, sugiriendo que no siempre es el frente invasivo 

la zona con expresión de proteínas más diferencial, y que la heterogeneidad 

epigenética intratumoral no tiene por qué estar asociada solamente a fenómenos 

de invasión. Es importante remarcar que las posiciones CpG evaluadas 

correspondían solamente a las presentes en zonas promotoras de genes, 

eliminando la influencia de otros fenómenos epigenéticos que pueden ocurrir en 

otras zonas génicas, relacionadas con zonas no codificantes. El objetivo de esta 

selección, era el de determinar aquellos cambios epigenéticos asociados con la 

expresión génica, para darle un sentido biológico a la presencia de heterogeneidad 

intratumoral, asociado a la expresión diferencial de proteínas, como efectoras en 

las vías celulares. 
 

Para poder evaluar el papel del nivel de heterogeneidad epigenética intratumoral 

como factor pronóstico en CCR, se generó un coeficiente basado en la desviación 

estándar de cada posición CpG de zonas promotoras entre las 3 subregiones 

tumorales, independientemente de cuál fuera la más divergente, usando la mediana 

como umbral categórico para realizar estudios de supervivencia. Este coeficiente 

fue calculado como coeficiente de homogeneidad, en lugar de heterogeneidad, con 

el criterio que las regiones intratumorales eran mayoritariamente homogéneas 

epigenéticamente, discerniendo solamente en un 9% de las posiciones CpG 

interrogadas. En este contexto terminológico, un alto coeficiente de homogeneidad 

epigenética, indicaba un nivel de heterogeneidad intratumoral bajo, siendo un tumor 

con alta clonalidad entre regiones, y viceversa. Este coeficiente, aplicado al análisis 
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pronóstico, mostró de forma significativa que, la presencia de mayor homogeneidad 

o clonalidad intratumoral, estaba correlacionada con una peor supervivencia libre 

de progresión, y supervivencia global.  
 

Basándonos en la evidencia de la literatura publicada previamente, los resultados 

obtenidos en nuestro trabajo son contradictorios, teniendo que recalcar, que la 

mayoría de los estudios de heterogeneidad están basados en su papel bajo la 

presión de un tratamiento. En nuestro trabajo, las muestras analizadas no habían 

recibido tratamiento alguno, por lo que hipotetizamos que la clonalidad se podría 

relacionar con una mayor agresividad tumoral desde su inicio, sin necesidad de 

esperar a la presencia de otras alteraciones secundarias en el tiempo, que dirijan 

la supervivencia tumoral. Con estos datos, se podría postular que el 

comportamiento biológico del tumor viene predeterminado de forma temprana. 
 

Por otro lado, el nivel de heterogeneidad intratumoral no se relacionó con ninguna 

de las variables clínicas, patológicas ni moleculares estudiadas, pudiendo deducir 

que su presencia no está enriquecida en ningún tipo de clasificación intertumoral 

(tumores mutados, tipo histológico) o interpaciente (edad, sexo). 
 

Como objetivo secundario de la tesis, se analizó que región intratumoral del tumor 

primario, era epigenéticamente más similar a su metástasis pareada. El objetivo era 

determinar en qué región tumoral podían haberse generado las células, que 

posteriormente desarrollarían la metástasis, usando su nivel de clonalidad. En el 

presente estudio, la zona tumoral en contacto con el tracto digestivo (TS) fue 

mayoritariamente la más clonal entre el tumor primario y su metástasis. Siendo la 

TS, la zona más antigua del tumor, y pudiendo elucubrar, que el proceso de 

diseminación a distancia podría ocurrir de forma temprana dentro del modelo de 

carcinogénesis, por extravasación pasiva a los vasos sanguíneos cercanos que 

irrigan la zona. 
 

El inferir si una metástasis tiende a aparecer de forma temprana o tardía en el 

proceso de invasión tumoral, es un punto que permanece en controversia, de la 

misma manera que si las metástasis provienen directamente de un tumor primario, 

o evolucionan de forma independiente como metástasis sin relación con el tumor 
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primario. En el modelo de progresión lineal, los precursores metastásicos 

abandonan el tumor primario en etapas tardías de la enfermedad, después que la 

evolución clonal haya dado lugar a una célula con capacidad metastásica y, en 

consecuencia, los tumores primarios y las metástasis están estrechamente 

relacionados a nivel molecular212. 
 

Por otro lado, en el modelo de progresión paralela, se asume que la metástasis 

ocurre en las primeras etapas de la carcinogénesis, y que las metástasis y el tumor 

primario, evolucionan de forma independiente, lo que resulta en una diversidad 

molecular entre ellos. Según los resultados obtenidos en esta tesis, se podría 

hipotetizar que, en la mayoría de los casos, las metástasis se podrían estar 

formando de forma más temprana, procediendo de la zona más antigua del tumor, 

siguiendo un modelo más adecuado al de progresión paralela. No obstante, y tras 

el análisis de metilación individual de las 3 regiones intratumorales, el porcentaje 

mayor de divergencia entre regiones se objetiva en el frente invasivo, factor que 

puede hacer pensar que la propagación y diseminación, proviene de la propia 

infiltración celular del frente invasivo, estando más en consonancia con un modelo 

de progresión lineal. Respecto a los porcentajes de semejanza entre tumor primario 

y metástasis, los de la región central tumoral (CB) presentaron una similitud a los 

de la superficie próxima al tracto digestivo (TS), teniéndose en cuenta que las 

regiones proceden de muestras de tejido parafinado, donde la pérdida de 

conformación espacial del tumor no puede asegurar al 100% el origen de esta zona 

central, a diferencia de las otras dos zonas, en las que se tenía una referencia 

histológica de localización. 
 

Respecto al análisis del momento de aparición de las metástasis, definidas como 

metástasis sincrónica y metacrónicas, no encontramos enriquecimiento de un 

porcentaje de semejanza con una región del tumor primario concreta, que nos 

permita discernir si siguen un modelo de progresión distinto. Hipotetizábamos que 

el tipo de origen de metástasis se relacionara con el momento de aparición de 

estas: las metacrónicas, serían las metástasis más clonales con el frente invasor, 

derivándose de un proceso lineal de invasión y migración celular desde el frente; 

las sincrónicas estarían relacionadas con la superficie más próxima al tracto 

digestivo por su evolución más afín al modelo de progresión paralela. No obstante, 
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no pudimos observar diferencias en este sentido. Adicionalmente, no pudimos 

tampoco observar correlación entre el tiempo de aparición de la metástasis, y las 

variables de la población del estudio (clínicas, histopatológicas o moleculares). 

 

 
6.4 Fortalezas 
 
1. La homogeneidad de la población del estudio, entendiendo como tal la elección 

de muestras parafinadas de pacientes operados de su tumor primario y/o 

metástasis hepáticas (sincrónicas o metacrónicas) que no habían recibido 

tratamiento previo a su análisis. Esta población es difícil de obtener actualmente, 

dado que estos pacientes reciben tratamiento sistémico previo a la valoración de la 

cirugía propia de las lesiones hepáticas o de su primario, y por lo tanto, se crea de 

entrada una heterogeneidad intratumoral inducida por la propia presión que ejerce 

el tratamiento recibido. En nuestra población podemos discernir la heterogeneidad 

producida por la propia evolución del tumor, tanto a nivel espacial como temporal, 

siendo las metástasis muestras también libres de tratamiento. 

 

2. Se trata de una población seleccionada y muy bien caracterizada a nivel clínico, 

molecular e histológico. En la cohorte se ven representados los principales grupos 

clínicos (colon izquierdo vs derecho; enfermedad locoregional vs metastásica) y 

moleculares (fenotipo MSS vs MSI, mutaciones en KRAS y BRAF) propios de las 

cohortes de CCR de manera balanceada, pudiendo estudiar las asociaciones entre 

variables de forma óptima. Además, se ha realizado un estudio histológico 

exhaustivo, con información detallada de tipo de frente tumoral, nivel de “budding” 

tumoral, así como de inflamación y necrosis. 

 

3. Hemos usado la epigenética para estudiar el nivel de heterogeneidad, usando 

metodología cuantitativa. Esto ha permitido establecer comparaciones tanto 

cualitativas, basadas en la generación de heatmaps y dicotomización de variables, 

como cuantitativas. El carácter cuantitativo de las variables ha permitido calcular un 

coeficiente de homogeneidad, que ha permitido asociar el nivel de esta con 

variables de supervivencia, pudiendo así estudiar su impacto en el pronóstico.  
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4. La epigenética en sí está relacionada con el origen tisular y la regulación génica 

para la diferenciación de estos. Por ese motivo, puede ser una herramienta más 

precisa que la genómica para intentar discernir el origen de las metástasis, 

usándola como método comparativo de estas con diferentes zonas del tumor 

primario. 

 
 
6.5 Debilidades 
 
1. La población de estudio, para estar balanceada a nivel de grupos clínicos, 

histológicos y moleculares, fue seleccionada y, por este motivo, presenta un sesgo 

importante, respecto a una población representativa de CCR. Por este motivo, los 

porcentajes obtenidos para las distintas variables poblacionales, así como los de 

supervivencia no son los esperados, obteniendo una población con una 

supervivencia mayor a la esperada por sus condiciones. 

 

2. En referencia al estudio de supervivencia, y su relación con la heterogeneidad 

epigenética intratumoral mediante el coeficiente de homogeneidad epigenética, el 

número de pacientes a analizar fue menor al planteado inicialmente, llegando a ser 

de 50 pacientes, debido a que se tuvo que descartar la cohorte de de fenotipo MSI, 

porque tenía niveles de metilación superiores no normalizables, y suponía un sesgo 

tanto de selección, como de análisis de resultados, así como los casos con 

enfermedad avanzada, ya que habían sido la mayoría seleccionados con la 

condición de tener tejido de metástasis hepática disponible, y no habían recibido 

previo tratamiento, siendo una población sesgada. 

 

3. Al trabajar con muestras de tejido incluido en parafina, se pierde la conformación 

tumoral en 3D, siendo más difícil definir qué zona del tumor se está seleccionando 

para el estudio de heterogeneidad intratumoral espacial. Aunque en el caso de la 

región de frente invasivo y región cercana al tracto digestivo se poseía de una 

referencia histológica, fue más difícil discernir qué región tumoral quedaba 

representada en la región central. 
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4. Aunque las regiones tumorales estudiadas fueron analizadas a nivel histológico, 

asegurando una infiltración inmunitaria, así como un nivel de estroma y nivel 

necrótico similar en las 3 zonas intratumorales, obteniendo un enriquecimiento de 

células tumorales de mínimo un 80%, al analizar toda la región, se puede asegurar 

que los niveles de heterogeneidad son debidos a las células tumorales de forma 

mayoritaria, pero no única. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

105 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                7. CONCLUSIONES 



 
 

 
 

106 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

107 

 
 
7. CONCLUSIONES 
 
Las conclusiones de este trabajo, según los objetivos establecidos son: 

 

1. La heterogeneidad epigenética intratumoral en la población analizada es baja 

aunque existente, siendo la zona intratumoral epigenéticamente más divergente el 

frente invasor, tanto a nivel global, como por porcentaje de forma individual por 

paciente. No existe una asociación entre las diferentes variables clínico-patológicas 

y moleculares, y la región intratumoral más epigenéticamente divergente. 

 

2. Mediante el análisis de la heterogeneidad intratumoral espacial, se pudo generar 

un coeficiente de homogeneidad epigenética, que mostró ser un factor pronóstico 

independiente de supervivencia libre de progresión y global en la población con 

enfermedad locoregional, con fenotipo MSS y sin mutaciones en BRAF. No existe 

una asociación entre las diferentes variables clínico-patológicas y moleculares, y el 

nivel de heterogeneidad intratumoral de acuerdo con el coeficiente. 

 

3. El nivel de heterogeneidad epigenética intertumoral es mayor que la 

heterogeneidad epigenética intratumoral, confirmando que las diferencias 

interindividuo, son superiores a las que se puedan encontrar dentro de una misma 

masa tumoral. El grupo de casos con fenotipo MSI se agrupaban de forma 

independiente, mostrando un perfil hipermetilado diferencial al resto de pacientes. 

 

4. En referencia a la heterogeneidad intratumoral temporal, la región del tumor 

primario más epigenéticamente semejante a la metástasis, fue en mayor 

frecuencia, la más próxima a la superficie del tracto digestivo, dando a pensar en 

un posible origen metastasico temprano, siguiendo un modelo de progresión 

paralela.  No existie asociación entre el origen de las metástasis con las diferentes 

variables clínico-patológicas, moleculares, así como con el momento de aparición 

de las metástasis, ya sean sincrónicas o metacrónicas. 
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8. LÍNEA FUTURAS DE INVESTIGACIÓN 
 
En esta tesis se ha podido demostrar la utilidad del análisis de metilación del ADN 

para determinar el nivel de heterogeneidad intratumoral espacial, así como 

intertumoral. También nos ha permitido sugerir un posible origen metastásico a 

partir del estudio de la semejanza epigenética entre tumor, y su metástasis 

derivada. No obstante, la metodología utilizada en esta tesis, tanto a nivel 

tecnológico como la aproximación del análisis múltiple de diferentes zonas 

intratumorales, no resulta viable para la aplicabilidad clínica diaria.  

Por esa razón, los siguientes pasos será trasladar nuestros resultados a 

aproximaciones más viables: 

 

1. Se está analizando la ontología de los genes diferencialmente metilados entre 

las diferentes regiones intratumorales, para elucidar qué vías, y mecanismos 

celulares están implicadas. Despúes de demostrar la relación entre el nivel de 

expresión de ARNm, estudiar la expresión a nivel de proteína por 

inmunohistoquímica, tanto a nivel cuantitativo, como su distribución espacial en las 

diferentes regiones tumorales, para poder determinar su impacto a nivel pronóstico 

como una herramienta disponible en la práctica clínica. 

En el contexto de la zona de origen de las metástasis, seleccionar un set de genes 

relacionados con la zona de mayor semejanza, tanto cuando es la zona cercana al 

tracto digestivo, como cuando es el frente invasivo. Analizar los genes más 

prometedores a nivel de expresión de proteína por IHC, tanto en las regiones 

intratumorales como en la metástasis, para validar los resultados observados en el 

estudio de metilación y darle sentido biológico. 

 

2. Análisis epigenético en el ámbito de la biopsia líquida en el CCR, a partir del 

estudio de estos nuevos biomarcadores de forma prospectiva y longitudinal, a nivel 

pronóstico, y bajo la presión de un tratamiento oncológico, con la idea de encontrar 

biomarcadores de resistencia, para en un futuro poder diseñar estudios con nuevas 

dianas terapéuticas, que nos puedan aportar un beneficio para el paciente. 
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Además, la monitorización de los biomarcadores relacionados con el origen 

epigenético de las metástasis, nos permitirá evaluar la presencia de estos a lo largo 

de la evolución de la enfermedad, evaluando su presencia en ADNtc en relación 

con la progresión metastásica. La recogida prospectiva de sangre en diferentes 

puntos del tratamiento, hasta la recaída con enfermedad diseminada, nos permitirá 

estudiar retrospectivamente la presencia de estos biomarcadores y, según cuales 

estén presentes, sugerir un origen metastásico siguiendo un modelo de progresión 

lineal o paralela. 
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