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RESUMEN

Introduccién: La angiogénesis juega un papel fundamental en el crecimiento tumoral y
la diseminacion metastasica, y su respuesta fisiologica postoperatoria puede influir en
el riesgo de recurrencia. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es uno de
los principales mediadores de este proceso. Un estudio unicéntrico previo de nuestro
grupo identifico que las concentraciones séricas de VEGF superiores a 370 pg/mL en el
cuarto dia postoperatorio (4DPQO) se asociaban con un riesgo cuatro veces mayor de
recurrencia tumoral en pacientes con cancer de colon (CC) operados con intencion
curativa. Esta tesis tiene como objetivo validar dichos hallazgos en una cohorte
multicéntrica prospectiva y explorar el perfil angiogénico de estos pacientes y su impacto

en la recurrencia tumoral.

Material y métodos: Se incluyeron 255 pacientes con CC localizado sometidos a
cirugia con intencion curativa en siete centros espafioles entre 2016 y 2020
(NCT04851054). Los niveles séricos de VEGF al 4DPO se determinaron mediante
ELISA y se recogieron variables demograficas, quirurgicas y relacionadas con el tumor.
Se realiz6 un seguimiento oncoldgico minimo de 24 meses. Se estimaron las curvas de
recurrencia mediante el método de Kaplan-Meier y se compararon mediante el test de
log-rank. Para identificar factores asociados a la recurrencia, se aplicaron modelos de
regresion de Cox. Asimismo, se utilizé el emparejamiento por puntuacion de propensién
(PSM) para reducir el sesgo por variables de confusion. Adicionalmente, se realizé un
analisis exploratorio en una subcohorte de 60 pacientes (32 con recurrencia y 28 sin
ella) seleccionados de la misma cohorte. En esta subpoblacion, se analizé de forma
simultdnea la expresion de 55 proteinas angiogénicas mediante un array
semicuantitativo comercial, comparando perfiles de expresion entre grupos y su

asociacion con la recurrencia

Resultados: Con una mediana de seguimiento de 34 (IC95% 33.0-35.0) meses, se
observo una recurrencia tumoral en el 15,7% de los casos. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de VEGF entra pacientes con y sin
recurrencia, y no se validé el punto de corte de 370 pg/mL. Sin embargo, se observaron
concentraciones de VEGF superiores en pacientes con cirugia abierta (p = 0,013) y en
aquellos con complicaciones postoperatorias (p < 0,001), con una tendencia hacia la

significacion estadistica en la dehiscencia de sutura (p = 0,062). En el analisis
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exploratorio del perfil angiogénico, los pacientes con recurrencia tumoral mostraron una
respuesta angiogénica inhibitoria reducida, reflejada por niveles mas bajos de Serpin
B5, ADAMTS1 y GM-CSF (p < 0,05). Serpin B5 mostré una relacion mas robusta (q =
0,033). En el analisis multivariado, Serpin B5 se identific6 como factor protector

independiente de recurrencia.

Conclusiones: Aunque VEGF refleja la magnitud de la agresion quirurgica, no se valido
como biomarcador predictivo de recurrencia. Nuestros hallazgos sugieren que una
respuesta angiogénica inhibitoria deficiente podria tener un papel relevante en la
recurrencia del cancer de colon, subrayando la necesidad de una comprensién mas

profunda de los mecanismos angiogénicos implicados en la progresion tumoral.
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ABSTRACT

Introduction: Angiogenesis plays a key role in tumor growth and metastatic spread, and
its postoperative physiological response may influence the risk of recurrence. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is one of the main mediators of this process. A previous
single-center study conducted by our group identified that serum VEGF concentrations
above 370 pg/mL on the fourth postoperative day (4POD) were associated with a fourfold
increased risk of tumor recurrence in patients with colon cancer (CC) undergoing
curative-intent surgery. The aim of this thesis is to validate these findings in a prospective
multicenter cohort and to explore the angiogenic profile of these patients and its impact

on tumor recurrence.

Material and Methods: A total of 255 patients with localized CC who underwent
curative-intent surgery between 2016 and 2020 at seven Spanish centers were included
(NCT04851054). Serum VEGF levels at 4POD were determined using ELISA, and
demographic, surgical, and tumor-related variables were collected. A minimum oncologic
follow-up of 24 months was conducted. Recurrence curves were estimated using the
Kaplan-Meier method and compared using the log-rank test. Cox regression models
were applied to identify factors associated with recurrence. Additionally, propensity score
matching (PSM) was used to reduce confounding bias. An exploratory analysis was also
performed in a subcohort of 60 patients (32 with recurrence and 28 without), selected
from the same cohort. In this subgroup, the expression of 55 angiogenesis-related
proteins was simultaneously analyzed using a commercial semiquantitative array,

comparing expression profiles between groups and their association with recurrence.

Results: With a median follow-up of 34 months (95% CI: 33.0-35.0), tumor recurrence
occurred in 15.7% of cases. No statistically significant differences were observed in
VEGEF levels between patients with and without recurrence, and the previously proposed
cut-off point of 370 pg/mL was not validated. However, higher VEGF concentrations were
observed in patients who underwent open surgery (p = 0.013) and in those with
postoperative complications (p < 0.001), with a trend towards statistical significance in
cases of anastomotic leakage (p = 0.062). In the exploratory analysis of the angiogenic
profile, patients with tumor recurrence exhibited a diminished inhibitory angiogenic
response, reflected by lower serum levels of Serpin B5, ADAMTS1, and GM-CSF (p <
0.05). Among them, Serpin B5 showed the strongest association (9 = 0.033). In
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multivariate analysis, Serpin B5 was identified as an independent protective factor

against recurrence.

Conclusions: Although VEGF reflects the magnitude of surgical trauma, it was not
validated as a predictive biomarker of recurrence. Our findings suggest that an impaired
inhibitory angiogenic response may play a relevant role in colon cancer recurrence,
highlighting the need for a deeper understanding of the angiogenic mechanisms involved

in tumor progression.
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1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia del cancer de colon

El cancer de colon (CC) es la cuarta neoplasia mas comun, con una incidencia estimada
de 14,5 casos por 100.000 habitantes. En términos de mortalidad, se posiciona como la

quinta causa de muerte por cancer, con aproximadamente 538.000 defunciones

atribuibles a esta entidad (Figura 1)[1].
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Figura 1. Incidencia (azul) y mortalidad (rojo) mundial de neoplasias. Se puede observar
que el cancer de colon ocupa el cuarto y quinto lugar respectivamente (2022). Datos en nimeros
absolutos. Fuente: https://gco.iarc.fr/en (consultado en abril de 2025).

La distribucion geografica del CC presenta una marcada heterogeneidad, con mas de
dos tercios de los nuevos casos y mas de la mitad de las muertes concentradas en
paises con un desarrollo humano alto o muy alto (Figura 2). En paralelo, en naciones
con indices de desarrollo humano medio, se ha observado un aumento acelerado de la
incidencia, reflejo de la llamada transicibn oncologica u occidentalizacion[1],
caracterizada por la sustituciéon progresiva de los canceres vinculados a enfermedades

infecciosas por neoplasias asociadas a factores de riesgo modificables[2,3].
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Figura 2. Distribucion mundial de la incidencia (A) y mortalidad (B) por CC en 2022. Datos
ajustados por edad segun la poblacion estandar mundial (por 100.000 habitantes). Fuente:
https://gco.iarc.fr/en (consultado en abril de 2025).

Aunque el término cancer colorrectal (CCR) incluye tanto el CC como el de recto, este
trabajo se ha centrado deliberadamente en el CC por motivos metodoldgicos, ya que el
tratamiento neoadyuvante recibido en algunos pacientes con cancer de recto podria
actuar como factor de confusion. Siempre que ha sido posible, se ha seleccionado
literatura especifica de CC, aunque en algunos casos ha sido necesario referirse a

estudios conjuntos sobre CCR.

1.2. Dinamica poblacional del cancer de colon

En las ultimas décadas, la incidencia y mortalidad por CC han mostrado una evolucion
heterogénea a nivel mundial. En paises con programas consolidados de cribado
poblacional, como ocurre en varias regiones de Europa Occidental, se ha observado
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una reduccion progresiva en la mortalidad, atribuible a la deteccién precoz de lesiones
precancerosas y a la mejora de los tratamientos[4]. En Espania, los datos muestran una
disminucion sostenida en el numero de casos hasta 2016 (Figura 3A), coincidiendo con
la progresiva extension de los programas de cribado poblacional. Sin embargo, las
previsiones para las proximas décadas son menos optimistas. Segun estimaciones del
Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), se espera un aumento progresivo global en
la incidencia de CC hasta el afno 2050 (Figura 3B). Este incremento proyectado se
relaciona con el envejecimiento poblacional y la persistencia y aumento de factores de

riesgo modificables como la obesidad, la dieta baja en fibra o el sedentarismo.
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Figura 3. Dinamica poblacional del CC en Espana. A) Evolucién de la incidencia de CC en
hombres y mujeres en Espafia entre 1994 y 2016 (ajustadas por edad segun la poblacion

estandar mundial, por 100.000). B) Estimacién de incidencia y mortalidad mundial de CC en
hombres y mujeres hasta 2050. Fuente: https://gco.iarc.fr/en (consultado en abril de 2025).

Una preocupacion creciente es el aumento sostenido del CCR de aparicion precoz
(early-onset colorrectal cancer, EOCRC), definido como el diagndstico antes de los 50
afnos[5,6], un grupo actualmente excluido de los programas de cribado poblacional en
la mayoria de los paises europeos. Este fendmeno, observado principalmente en paises
con ingresos altos, podria deberse a factores como la dieta, el sedentarismo, la
microbiota 0 exposiciones ambientales tempranas. Su tendencia ascendente refuerza
la necesidad de revisar las estrategias de cribado y de promover una mayor
concienciacion de la poblacién joven y de los profesionales sanitarios ante sintomas de

sospecha en edades tradicionalmente consideradas de bajo riesgo.
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1.3. Etiologia del cancer de colon

El CC es una enfermedad de origen multifactorial, resultado de la interaccion de factores
genéticos, ambientales y del estilo de vida. Aproximadamente el 90% de los casos son
esporadicos, y s6lo un 5% se asocian a sindromes hereditarios definidos, como la
poliposis adenomatosa familiar (FAP) o el sindrome de Lynch[7]. El 5% restante incluye
casos familiares sin un patréon genético claro, pero con mayor riesgo por agregacion

familiar[8].

Entre los factores no modificables, la edad es el principal factor de riesgo, pues los
pacientes con mas de 65 afios tienen 3 veces mas probabilidades de ser diagnosticados
que aquellos de 50-64 afos, y unas 30 veces mas que los de entre 25-49 afios[9]. No
obstante, este patrén ha empezado a cambiar con una tendencia al alza en pacientes

mas jévenes[10].

Respecto a los factores ambientales y de estilo de vida, el sedentarismo[11,12] y la dieta
tipica de los paises industrializados, como el consumo de carne roja procesada[13], las
dietas ricas en grasas saturadas, el alcohol[14] y la obesidad[12,15], se han asociado a
un aumento de la incidencia de CRC. Por el contrario, el consumo regular de fibra y
productos lacteos[14], asi como realizar actividad fisica regularmente[16], se ha
asociado con una disminucion de la incidencia de esta neoplasia. En este contexto, el
microbioma intestinal emerge como un mediador clave entre los factores de riesgo y el
desarrollo del CRC, ya que los cambios en la microbiota, promovidos por la dieta y el
estilo de vida, pueden modular la inflamacion, el metabolismo de carcinégenos y la

respuesta inmunitaria[17,18].

Ademas, ciertas condiciones médicas como la enfermedad inflamatoria intestinal
incrementan el riesgo de forma significativa. Por ello, en estas poblaciones se han

adaptado las estrategias de cribado al riesgo individual[19,20].

14. Patogenia del cancer de colon

La carcinogénesis colorrectal es un proceso dinamico y multifasico que implica la

acumulacién secuencial de alteraciones genéticas, epigenéticas y microambientales en
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las células epiteliales del colon[21]. Se han descrito tres principales vias morfolégicas
de carcinogénesis: la secuencia adenoma-carcinoma, la via del pélipo serrado y la via
inflamatoria[22—27], cada una con caracteristicas histolégicas y moleculares distintivas.
A nivel genético, estos procesos pueden desarrollarse a traves de tres vias moleculares
bien establecidas: la inestabilidad cromosémica (CIN), la inestabilidad de microsatélites
(MSI) y el fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG Island Methylator

Phenotype)[26]. Estas vias no son excluyentes entre si y pueden solaparse[28].

La secuencia adenoma-carcinoma, también conocida como ruta APC-KRAS-TP53, es
responsable de aproximadamente el 70-90% de los casos, y se caracteriza por la
adquisicion escalonada de mutaciones en genes clave que regulan la proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y estabilidad genémica (Figura 4)[26,27,29]. El proceso suele
iniciarse con la inactivacion del gen APC, lo que promueve la proliferacion epitelial y la
formacion de polipos benignos. Posteriormente, la mutacion de KRAS favorece la
progresion adenomatosa. En fases mas avanzadas, se produce la pérdida de otros
genes supresores, como el gen DCC, que contribuye al crecimiento de los pdlipos
adenomatosos, y finalmente, la inactivaciéon de TP53, que permite la evasion de la
apoptosis y la acumulacion de dafio genético, permitiendo la transicién hacia el
carcinoma invasivo[26,27,29]. Esta progresion suele tardar entre 10 y 15 afios y es la
base fundamental de los programas de cribado poblacional dirigidos a la deteccion

precoz y extirpacion de lesiones premalignas[30].
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Figura 4: Representacion esquematica de la secuencia adenoma-carcinoma en el CCR. El
proceso evoluciona a lo largo de 10 afios mediante la acumulacién secuencial de alteraciones
moleculares clave. La inactivacion de TP53 marca la transicion hacia la malignidad, y las
mutaciones adicionales contribuyen a la invasividad del tumor. Imagen creada con BioRender.
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La via serrada, implicada en el 10-20% de los casos, se asocia a un fenotipo CIMP. En
esta ruta son frecuentes las mutaciones de BRAF y, en menor medida, en KRAS, asi
como la MSI[31], derivada de la inactivacion del sistema de reparacion de errores de
apareamiento (MMR)[23,26]. Estas lesiones se localizan preferentemente en el colon
proximal, lo que puede dificultar su deteccion endoscopica y contribuir a su
infradiagndstico[23,24,26,27].

En la via inflamatoria, la inflamaciéon crénica del epitelio intestinal favorece la
acumulacién de mutaciones genéticas y epigenéticas, aumentado el riesgo de
carcinogénesis. En estos casos, la mutacion de TP53 suele ser un evento temprano[32],
y la activacion de vias como NF-kB refleja la influencia directa del entorno inflamatorio

sobre la transformacion tumoral[26,33].

1.5. Caracteristicas  clinicopatolégicas, extension local vy
diseminacion del cancer de colon

Los CC se originan en cualquier segmento del colon, desde la valvula ileocecal hasta el

colon sigmoide. La Figura 5 muestra la distribucion anatomica de los tumores

Angulo
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colorrectales[34].
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Figura 5. Frecuencia de localizacion de los tumores de colon y recto. Clasificacion segun
los cédigos de la International Classification of Diseases for Oncology[35]. Adaptada a partir de
los datos de Cancer Research UK (2016-2018), https://cruk.org/cancerstats, consultado en
marzo de 2025. Imagen creada con BioRender.com.
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1.5.1. Caracteristicas clinicas

El CC suele presentar sintomas inespecificos que pueden confundirse con patologias
benignas como las hemorroides o el sindrome del intestino irritable[36]. Los signos y
sintomas mas frecuentes son el dolor abdominal, el sangrado rectal, los cambios en el
ritmo deposicional, la pérdida de peso, la ferropenia y la anemia, cuya frecuencia y

severidad varian segun la localizacién y el estadio tumoral[37].

Gracias al cribado poblacional, una proporcion creciente de casos se diagnostica en
fases asintomaticas[38]. En un estudio aleman con 2.450 pacientes, solo el 68% de los
pacientes presentaban sintomas al diagnostico, mientras que el 21% fueron detectados

por cribado mediante colonoscopia o test de sangre oculta en heces[39].

En menores de 50 afios —actualmente excluidos de la mayoria de los programas de
cribado poblacional—, la clinica suele ser mas florida. Un estudio americano reciente
mostré que el 95% de los pacientes jévenes presentaban sintomas al diagnéstico,
principalmente dolor abdominal (63%), alteraciones del ritmo deposicional (54%),
sangrado rectal (53%) y pérdida de peso (32%); la anemia fue menos comun,
observandose solamente en el 17% de los casos[40]. Este patrén clinico mas marcado
pero inespecifico, sumado a un bajo indice de sospecha, puede condicionar retrasos

diagnosticos y una mayor proporcion de estadios avanzados.

1.5.2. Caracteristicas patoldgicas

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los tumores colorrectales se
clasifican en epiteliales y no epiteliales[41], siendo los primeros los mas frecuentes.
Dentro de los tumores epiteliales, aproximadamente el 90% son adenocarcinomas[41],
una neoplasia epitelial glandular o mucinosa que se considera invasiva una vez que

infiltra la capa submucosa[42].

La mayoria de los adenocarcinomas se clasifican como convencionales o NOS (del
inglés Not Otherwise Specified), en ausencia de rasgos histolégicos distintivos que
permitan una subtipificacion especifica[41]. No obstante, existen variantes histologicas
especificas con implicaciones clinicas y moleculares relevantes[43]. El adenocarcinoma

mucinoso se diagnostica cuando mas del 50% de la lesién se compone de acumulos de
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mucina extracelular con células malignas[41]. Representa entre el 5-20% de todos los
CRC[41,44,45], y se diferencia del convencional en su localizacion, perfil molecular y
comportamiento clinico. Es mas frecuente en el colon proximal[46,47] y, a nivel
molecular, se asocia con mayor frecuencia a MSI y a mutaciones del gen BRAF[46,48].
Aunque en la enfermedad localizada no parece tener un peor prondstico, en la
enfermedad metastasica se ha descrito una menor respuesta a tratamiento sistémico y

peor supervivencia global (SG)[46,48].

Otros subtipos histolégicos menos frecuentes reconocidos por la OMS incluyen el
adenocarcinoma con células en anillo de sello (que sera discutido en apartados
posteriores), el adenocarcinoma medular (frecuente en tumores con MSI y mejor
pronostico), el micropapilar (de comportamiento mas agresivo) y el adenocarcinoma
serrado, vinculado a la via serrada de carcinogénesis, con mutaciones en BRAF y
fenotipo CIMP. Otras variantes como el carcinoma escamoso 0 adenoescamoso son

excepcionales[41].

En cuanto al grado histoldgico, se distinguen tumores de alto grado (menos del 50% de
componente glandular, previamente denominados pobremente diferenciados e
indiferenciados) y bajo grado (mas del 50% del tumor esta formado por glandulas,
anteriormente bien y moderadamente diferenciados). Los de bajo grado representan

mas del 80% de los casos[41], y suelen asociarse a un mejor prondstico.

1.5.3. Extension local y diseminacion a distancia del cancer de colon

El CC presenta una capacidad inherente de diseminacion tanto local como a distancia,

a través de distintos mecanismos que favorecen la progresion de la enfermedad[49]:

- Diseminacion local. La progresion local incluye la infiltracion en profundidad a
través de las distintas capas de la pared del colon (reflejada en la categoria T de
la clasificacion TNM[42]) y en sentido longitudinal a lo largo de esta. En un
estudio poblacional reciente, entre los tumores localizados diagnosticados, el
21,7% correspondian a T1, el 29,6% a T2, el 41,9% a T3y el 4,7% a T4[50]. En
cuanto a la diseminacion intramural longitudinal, rara vez supera los 2cm[49], lo

que influye en la decision de los margenes quirdrgicos.
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- Diseminacion linfatica. Es la principal via de afectacion regional. Su probabilidad
depende de la profundidad de la invasion tumoral (T): ocurre en el 10-15% de
tumores T1, 15-25% en T2, y hasta el 40-60% en T3-T4[51]. Suele iniciarse en
ganglios pericolicos adyacentes al tumor y progresar a cadenas mas
distantes[52], aunque en ocasiones puede presentarse afectacion inicial de
estaciones ganglionares distales (skip metastasis)[53].

- Diseminaciéon hematdgena. Se produce principalmente por el sistema venoso
portal[54], lo que explica que el higado sea el 6rgano mas frecuentemente
afectado[55,56]. Si las células tumorales sobreviven al metabolismo hepatico o
acceden a venas sistémicas, pueden diseminarse a otros 6rganos como el
pulmon[55,56]. Se estima que el 15-25% de los pacientes presentan metastasis
hepaticas sincronicas[55], y entre un 18-25% las desarrollaran durante el
seguimiento oncoldgico[56,57].

- Diseminacion transperitoneal. Implica la propagacién directa de células
tumorales a través del peritono, con formaran de implantes[58]. Suele asociarse
a tumores T4 con invasion de la serosa y afecta aproximadamente el 10% de los
pacientes con enfermedad avanzada al diagndstico[59]. Aunque clasicamente
se consideraba una enfermedad metastasica irresecable, actualmente algunos
pacientes pueden beneficiarse de cirugia citorreductora y quimioterapia
intraperitoneal hipertérmica (HIPEC)[58,59].

1.6. Tratamiento quirdrgico del cancer de colon

El tratamiento principal del CC es quirurgico, con el objetivo de lograr una reseccion
curativa (R0), asegurando la extirpacion del tumor y su drenaje linfatico. En la actualidad,
la colectomia segmentaria sigue siendo el tratamiento estandar, aceptando como
correctos unos margenes oncologicos de reseccion de 5 cm [3,60]. Una correcta
linfadenectomia requiere la exéresis de al menos 12 ganglios linfaticos[3] y la ligadura
del pediculo mesentérico en el origen de los vasos segmentarios[7]. Ademas, es
fundamental que la reseccion se realice preservando la integridad del mesocolon,

respetando los planos embrioldgicos[61].
Siguiendo estas premisas y segun la localizacion del tumor, clasicamente se han

diferenciado diversas resecciones (Figura 6): hemicolectomia derecha, hemicolectomia

derecha ampliada, hemicolectomia izquierda y sigmoidectomia.
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Figura 6. Tipos de resecciones quirurgicas segun la localizacion del tumor. A)
hemicolectomia derecha; B) hemicolectomia derecha ampliada; C) hemicolectomia izquierda; D)
sigmoidectomia. Adaptada de Schiedeck et al.[7]. Imagen creada con BioRender.com.

Consideracion especial merecen las neoplasias de colon transverso y del angulo
esplénico. A pesar de que clasicamente se han tratado mediante una hemicolectomia
derecha ampliada, estudios recientes avalan la colectomia segmentaria como
alternativa valida tanto en el colon transverso[62,63], como en el angulo esplénico[64].

Véase Figura 7.

Figura 7. Tipos de reseccion quirdrgica para tumores del colon transverso y del angulo
esplénico. A) colectomia segmentaria de colon transverso. B) reseccion segmentaria de angulo
esplénico. Imagen creada con BioRender.com.

En los casos de tumores con invasion a 6rganos adyacentes que se tratan con intencion
curativa, es fundamental realizar una exéresis en bloque con margenes negativos a fin
de minimizar el riesgo de persistencia tumoral y reducir la probabilidad de recidiva local
[3,60].

En cuanto al abordaje quirdrgico, tanto la cirugia abierta como la minimamente invasiva
(laparoscopica o robética) han demostrado ser igualmente seguras en manos expertas.
El abordaje minimamente invasivo se ha asociado a menor pérdida sanguinea,
recuperacion mas rapida y reduccion de la estancia hospitalaria, sin comprometer la

radicalidad oncoldgica ni la supervivencia a largo plazo[65,66].
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1.7. Clasificacion de los tumores en funcién del grado de

extension: Sistema TNM

El sistema TNM es el método mas utilizado para describir la extension anatémica del
CC. Su correcta aplicacion requiere una evaluacion detallada del tumor primario y el
cribado de enfermedad metastasica. Esta basado en tres parametros —tumor primario
(T), afectacion ganglionar (N) y metastasis a distancia (M)—, y permite la clasificacion
por estadios del | al IV (Tabla 1). El estadiaje clinico inicial (cTNM), basado en pruebas
de imagen, guia las decisiones terapéuticas, mientras que el analisis anatomopatologico
postoperatorio permite establecer el pTNM definitivo y ajustar el tratamiento adyuvante,

el plan de seguimiento y la estimacion prondstica[42].

Tabla 1. Clasificacion TNM y estadios segun la 8 edicion[42].

Estadio Clasificacion TNM Descripcion clinica
0 Tis NO MO Carcinoma in situ
I T1—T2 NO MO Tumor limitado a la §ubmucgsa o muscular
propia, sin ganglios
A T3 NO MO Invasién mas alla de la muscular, sin afectacion
ganglionar
IIB T4a NO MO Invasién de la serosa visceral, sin ganglios
lic T4b NO MO Invasién a 6rganos adyacentes, sin ganglios
mMA T1-T2 N1/N1c MO Tumor limitado con m?;ésr;?sis en pocos ganglios
B T3-T4aN1/N1c MO0 T2-T3  1ymor mas avanzado o con mas ganglios (hasta
N2a MO 6)
lnc T4a N2a MO o T3-T4b N2b MO Tumor T4 o con 27 ganglios afectados
IVA Cualquier T, cualquier N, M1a Metastasis en un Unico érgano (p. €j., higado)
IVB Cualquier T, cualquier N, M1b Metéastasis en multiples 6rganos
IvC Cualquier T, cualquier N, M1c Metastasis peritoneal con/sin otras metastasis

A pesar de su innegable utilidad, el sistema TNM presenta una serie de limitaciones,
como la ausencia de informacion molecular y la heterogeneidad dentro de un mismo
estadio, que han impulsado la busqueda de modelos mas integrados[67—69]. La
evolucion del sistema TNM hacia una clasificacion mas integrada, que combine los
hallazgos anatomicos con biomarcadores moleculares y herramientas de medicina de

precision, representa un paso clave hacia una oncologia mas personalizada y eficiente.
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1.8. Tratamiento adyuvante en el cancer de colon

La quimioterapia adyuvante tras una reseccion curativa (RO) busca eliminar
micrometastasis o células tumorales residuales y reducir el riesgo de recurrencia. Debe
iniciarse lo antes posible, idealmente antes de las 8 semanas tras la intervencion[70].
Su indicacién depende principalmente del estadiaje histopatologico (pTNM),
especialmente en la afectacion ganglionar (pN), junto con la valoracién de otros factores
de riesgo. Ademas, se recomienda evaluar el estado de los genes de reparacion de
errores de apareamiento (MMR, por sus siglas en inglés), ya que su deficiencia —que
determina la MSI— puede predecir la respuesta a la quimioterapia en estadios 1I[71]. En
general, el tratamiento adyuvante se indica en pacientes con estadio |l de riesgo

intermedio y alto, y en los pacientes con estadio III[3].

En el estadio Il se utiliza una combinacién de fluoropirimidinas (5-FU o capecitabina) y
oxaliplatino. Los esquemas mas utilizados en la practica clinica son CAPOX vy
FOLFOX[3,72] (Figura 8). La neuropatia sensitiva periférica es la toxicidad limitante
mas frecuentemente asociada a estos tratamientos[72], afectando a largo plazo en un
69% de casos, con grados moderados o graves en el 33% de los pacientes[73]. Por ello,
el estudio IDEA evalud la no inferioridad de acortar el tratamiento de 6 a 3 meses,
demostrando que 3 meses de CAPOX son no inferiores a 6 meses en pacientes con
estadio Ill de bajo riesgo (T1-T3, N1)[74]. Sin embargo, esta no inferioridad no se
confirmd con el esquema FOLFOX. Esta divisién en subgrupos de riesgo se basa en un

analisis post-hoc, por lo que debe interpretarse con cautela en la practica clinica[75].

En pacientes con estadio Il, el beneficio de la quimioterapia adyuvante es mas
controvertido. Mientras que los resultados del metaanalisis IMPACT B2 cuestionaron el
beneficio global de la adyuvancia en pacientes con estadio 1I[76], el ensayo QUASAR
demostré un beneficio discreto pero significativo del 5-FU modulado con leucovorina en
términos de recurrencia y mortalidad[77]. El estudio MOSAIC evalué la adicion de
oxaliplatino al esquema de De Gramont (FOLFOX), sin demostrar una mejora
significativa frente al esquema sin oxaliplatino. Sin embargo, dada la heterogeneidad de
los pacientes del estadio Il, se apuntd a un posible beneficio en pacientes de alto
riesgo[78]. Con la evidencia disponible, las guias clinicas actuales recomiendan una
valoracién individualizada en pacientes con estadio Il, reservando el tratamiento

adyuvante para aquellos con factores de alto riesgo, como se muestra en la Figura 8.
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En los casos de alto riesgo se seguira un esquema similar a los estadios Ill. En riesgo
intermedio, siempre y cuando sean MSS (estabilidad de microsatélites) se administrara
el esquema de De Gramont (5-FU y leucovorina) o Capecitabina en monoterapia, ambos

durante 6 meses.

Algoritmo de tratamiento adyuvante en cancer de colon

i i ] ! ]
Bajo riesgo Riesgo intermedio Bajo riesgo Alto riesgo

Sin factores de Inv. linfética, pT4 T1-T3 N1 T4 ylo N2
riesgo perineural o <12 ganglios
vascular o grado 3 Mltiples factores MSI| o MSS MS| o MSS
MSI o MSS o oclusién o intermedios
CEA>5 ng/ml
| MS| o MSS
De Gramont 6 m. FOLFOX 6 meses FOLFOX 6 meses FOLFOX 6 meses
Capecitabina 6 m. CAPOX 6 meses CAPOX 3 meses CAPOX 6 meses
CAPOX 3 meses

Seguimiento oncolégico

Figura 8. Recomendaciones para el tratamiento adyuvante en pacientes con CC en estadio
Il y lll. Basado en las actuales guias europeas[3]. CAPOX: Capecitabina mas oxaliplatino; CEA:
Antigeno carcinoembrionario; FOLFOX: Leucovorina, fluorouracilo y oxaliplatino; Inv.: Invasion;
MSS: Estabilidad de microsatélites; MSI: Inestabilidad de microsatélites.

1.9. Recurrencia del cancer de colon

La recurrencia tras cirugia con intencién curativa es el factor con mayor impacto sobre
la supervivencia en el CC[79], afectando aproximadamente al 20% de los pacientes
durante el seguimiento[50,69,78]. Se define como recurrencia local la reaparicion del
tumor en la zona de reseccion quirdrgica o en sus proximidades, incluyendo la
anastomosis, el lecho tumoral o el mesenterio[80]. La recurrencia sistémica se define

como la reaparicion del tumor en localizaciones lejanas al tumor primario[81].
El factor mas importante para la recurrencia es la afectacion ganglionar[3,69,78]. Sin

embargo, dada la heterogeneidad del estadio Il es importante tener en cuenta la

valoracion de otros factores.
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1.9.1. Factores pronosticos de recurrencia dependientes del tumor

Se han estudiado multiples caracteristicas del tumor primario que pueden influir en el

prondstico de los pacientes con CC.

1.9.1.1. Localizacién del tumor

La localizacion tumoral en el CC suele dividirse en colon derecho (desde ciego hasta
los dos tercios proximales del colon transverso) y colon izquierdo (desde el tercio distal
del colon transverso hasta el colon sigmoide), reflejando diferencias embrioldgicas[82]

que se traducen en variaciones histoldgicas, inmunoldgicas y moleculares[83].

Los tumores proximales se asocian mas frecuentemente con carcinomas
mucinosos[84], presentan alta frecuencia de MSI, y una mayor respuesta
inmunitaria[85]. En contraste, los tumores izquierdos muestran mayor prevalencia de
mutaciones en KRAS y TP53, mayor actividad transcripcional[83,86] y una menor
respuesta inmunitaria, probablemente relacionada con una mayor tolerancia
inmunoldgica inducida por la mayor diversidad bacteriana del colon distal[83]. Otro factor
que podria explicar la diferencia prondstica entre ambas localizaciones es la forma de
presentacion clinica. Los tumores derechos tienden a manifestarse de manera mas
insidiosa, frecuentemente con anemia microcitica secundaria a sangrado crénico[87].
En cambio, los tumores izquierdos suelen producir cambios en el transito intestinal y

hemorragia mas evidente, lo que facilita una deteccion mas precoz[83].

Numerosos estudios han analizado el impacto pronéstico de la localizacién tumoral. En
general, la mayoria concluye que los tumores derechos presentan una peor SG en
comparacion con los del lado izquierdo[87—89]. No obstante, estos hallazgos no son
universales, ya que algunos estudios no han encontrado diferencias
significativas[87,90]. Ante la evidencia disponible, parece claro que la simple division
entre tumores derechos e izquierdos no capta completamente la complejidad bioldgica
subyacente. Es probable que las diferencias prondsticas observadas estén mas

relacionadas con el subtipo molecular del tumor que con su ubicacion anatémica per se.
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1.9.1.2.  Tipo histologico del tumor y grado de diferenciacion celular

Los tipos histoléogicos que, por si solos, se asocian a peor pronostico
independientemente del estadio tumoral son el adenocarcinoma de células en anillo de

sello y el carcinoma neuroendocrino de alto grado de tipo célula pequefial41].

El adenocarcinoma de células en anillo de sello se caracteriza por la presencia de >50%
de células con mucina intracitoplasmatica que desplaza al nucleo hacia la periferia,
confiriéndole la morfologia tipica en “anillo de sello’[41]. Aunque su prevalencia es baja,
en torno al 1%, es mas habitual en el colon derecho[91]. Suelen diagnosticarse en
estadios avanzados, ser de alto grado, y presentan un patron de diseminacion diferente
al adenocarcinoma convencional[91-93]. Aunque suele presentar una elevada
incidencia de MSI, su comportamiento clinico es desfavorable independientemente del
perfil molecular[93]. Comparado con el adenocarcinoma convencional (NOS), en una
cohorte de mas de 170.000 pacientes con CCR, este subtipo mostré una mayor tasa de
metastasis (39,1% vs 19,1%) y una SG inferior, especialmente en los casos con

metastasis peritoneales, cuya mediana de supervivencia fue de tan solo 9 meses[94].

Por su parte, el carcinoma neuroendocrino de alto grado de tipo célula pequefia es un
subtipo histoldgico infrecuente pero extremadamente agresivo[41]. Histologicamente
presenta una morfologia indiferenciada, alto indice proliferativo (Ki-67 elevado) y
expresion de marcadores neuroendocrinos[41]. Su prondstico es infausto incluso en
estadios iniciales. Se ha descrito que hasta un 60% presentan metastasis al diagnostico,
con una SG en torno a 8 meses en este contexto[95]. Algunas series describen una
supervivencia a 3 afos practicamente nula[96], y medianas de SG en torno a los 15

meses, con respuesta limitada a los tratamientos sistémicos[95,97].

Respecto al grado de diferenciacion celular, los tumores pobremente diferenciados e
indiferenciados (alto grado)[96] muestran mayor agresividad, asociandose a estadios
mas avanzados, mayor probabilidad de afectacion ganglionar y de metastasis a
distancia. Esta correlacion es especialmente relevante en tumores T2 y T3, donde el
riesgo de afectacion ganglionar puede alcanzar hasta el 60-80% en tumores de alto

grado[98], y su prondstico es desfavorable incluso ajustando por estadio[69].
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1.9.1.3. Estadio tumoral

El estadio tumoral, definido por la clasificacion TNM[42], continta siendo el principal
factor prondstico en CC, tanto para SG como para el riesgo de recidiva. En un estudio
danés con cerca de 35.000 pacientes, la SG a 5 afios descendié del 90% en estadio | a
menos del 10% en estadio IV con enfermedad metastasica no resecable[50,69]. En
estadio Il, las tasas oscilan entre el 70 y el 85% segun la subcategoria T, mientras que

en estadio Ill, pueden variar del 90% al 27%, dependiendo de la combinacion T/N[50].

Tanto la profundidad de invasién tumoral (T) como la afectacion ganglionar (N) poseen
valor prondstico independiente. En estadio Il, los tumores T4 —especialmente los T4b—
presentan una mayor tasa de recurrencia local y sistémica, asi como una supervivencia
especifica por CCR significativamente reducida. Desolneux et al. observaron que los
tumores T4NO (estadio llb-lic) tenian casi seis veces mas riesgo de muerte en
comparacion con T1NO, con supervivencias a 5 afios similares o incluso inferiores a las
de algunos subgrupos del estadio 111[99]. De forma concordante, O’Connell et al, en una
cohorte de mas de 100.000 pacientes, reportaron peor supervivencia para T4NO (72,2%)
frente a T1-2N1 (83,4%; p < 0,001)[69]. Recientemente, Nors et al., documentaron una
supervivencia especifica por CCR a 5 anos del 64% para T4bNO, en comparacion con
el 90% en T1N1a[50].

La presencia y el numero de metastasis ganglionares (N) también condicionan el
prondstico de forma independiente. El impacto prondstico del componente N depende
de la carga tumoral y su combinacion con la T. La supervivencia disminuye conforme
aumenta el numero de ganglios afectados, siendo superior en N1a respecto al resto de
grupos. Asi, en la cohorte de Nors et al., las tasas de supervivencia especifica por CCR
a 5 anos fueron del 90% para T1N1a, 70% para T3N2a, y 27% para T4bN2b[50].

Una observacion clinica recurrente y sefialada por muchos estudios, es la llamada
“paradoja prondstica”, en la que los pacientes con tumores T4NO (lIb y lIc) tienen peor
pronostico que aquellos con tumores T1-T2N1 (estadio llla), a pesar de que la
clasificacion TNM sitia el estadio Ill como mas avanzado. Tanto los hallazgos de
O’Connell[69] como los del registro danés confirman dicha paradoja, con una
supervivencia a 5 afios de hasta el 90% en estadio llla frente al 72% y 64% en lIb y lic,

respectivamente[50]. Esta discrepancia podria deberse a una biologia mas agresiva en
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los tumores T4, al infradiagndstico de micrometastasis, o a la menor indicacion de
quimioterapia adyuvante en estadio Il. Estos hallazgos refuerzan la idea de considerar
a los tumores T4NO como de alto riesgo con indicacién de quimioterapia adyuvante, al
tiempo que ponen en cuestion la utilidad clinica de una clasificacion TNM que agrupa

subgrupos de comportamiento tan diverso bajo una misma categoria.

La octava edicién de la clasificacion TNM incorporé la categoria N1c, que contempla la
presencia de depdsitos tumorales en la grasa pericolica sin afectacion ganglionar[42].
Sin embargo, estos depdsitos se asocian a mal prondstico incluso cuando coexisten con
ganglios positivos, sin que modifiquen la categoria N[100]. En un metaanalisis con mas
de 19.000 pacientes, Lord et al. observaron que los depésitos tumorales incrementan el
riesgo de recurrencia y mortalidad independientemente de la afectacion ganglionar:
hazard ratio (HR) 1,63 (IC 95%: 1,44-1,61; p < 0,001) para SG y 1,77 (IC 95%: 1,37-
2,11; p < 0,001) para supervivencia libre de enfermedad (SLE)[100]. Por ello, se

recomienda su reporte sistematico, independientemente del estado nodal[101].

1.9.1.4. Invasion linfatica, venosa y perineural

La presencia de invasion linfatica, vascular y perineural constituye un conjunto de
factores histopatoldgicos de alto valor prondstico en el CC, asociados de forma
independiente a un mayor riesgo de recurrencia y peor SG y su evaluacioén sistematica
debe constar en el informe anatomopatolégico[102]. En estadios I, la presencia de

cualquiera de estos factores puede justificar el uso de tratamiento adyuvante[3,103].

La invasion linfatica, presente en alrededor del 30% de los casos[104], implica la
presencia de células tumorales en los vasos linfaticos. Es un factor de riesgo morfoloégico
para la presencia de ganglios positivos, incluso en carcinomas pT1[105], por lo que
justifica una indicacion quirurgica incluso en tumores extirpados mediante técnicas
endoscopicas[106]. Su impacto prondstico negativo se ha documentado también en
pacientes sin metastasis ganglionares: en un estudio retrospectivo, Desolneux et al.
demostraron que la invasion linfatica se asocio a una disminucion significativa de la SG
de forma independiente (HR 2,126; IC 95%: 1,058-4,269; p = 0,034)[99].

La invasion vascular se clasifica, en funcién de su localizacion, en intramural (en la

submucosa o muscular propia) o extramural (mas alla de la muscularis propia)[41].
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Ambas tienen un peor prondstico, con peor SG (HR 1,959; IC 95%: 1,186-3,236; p =
0,009)[99], si bien el impacto negativo es mas evidente en la invasion extramural[104],

asociandose a mayor riesgo de diseminacion hematogena y metastasis hepaticas[107].

En muchos estudios, la invasion linfatica y vascular se analizan conjuntamente bajo el
término de invasion linfovascular, dificultando su analisis individual. Aun asi, su papel
predictivo en conjunto sigue siendo claro: un metaanalisis con 9.881 pacientes en
estadios | y Il evidencié que la presencia de invasion linfovascular se asocié a una
reduccion significativa de la SG (HR 2,15; IC 95%: 1,72-2,68; p < 0,01) y de la SLE (HR
1,73; 1C 95%: 1,50-1,99; p < 0,01)[108].

La invasion perineural se define como la presencia de células tumorales que rodean,
invaden o siguen trayectos nerviosos[41,109]. En un metaanalisis que incluy6 22.900
pacientes con CCR, se realiz6é un subanalisis especifico de 4.637 pacientes con CC, en
el que se reportd una incidencia de invasion perineural del 14,1%, observandose un
incremento progresivo en funcién del estadio y del grado histolégico[110]. En cuanto a
su impacto clinico, se ha asociado a un aumento significativo del riesgo de recurrencia
local (RR 3,22; IC 95%: 2,33-4,44), asi como a una peor SLE a 5 afos (RR 2,35; IC
95%: 1,66-3,31)[110], siendo también un factor pronéstico independiente para la SG
(HR 2,17; 1C 95%: 1,10-4,28; p = 0,025)[99].

1.9.1.5. Budding tumoral

El budding tumoral (brotacion tumoral) se define como la presencia de células tumorales
aisladas o agrupaciones de hasta cuatro células en el margen invasivo del tumor[111].
Estas células ya no forman estructuras glandulares y se consideran la manifestacion
morfoldgica de la transicion epitelio-mesenquimal, reflejando un fenotipo mas invasivo
y migratorio[112]. Se evalua en la zona de maxima densidad de budding y se clasifica

en tres grados: bajo (0-4 focos), intermedio (5-9 focos) y alto (>10 focos)[111].

Se ha asociado con un mayor riesgo de metastasis ganglionares, recurrencia y a una
peor supervivencia especifica por CCR a 5 afios[113]. Tiene especial interés en pT1,
donde se considera un factor prondéstico independiente de metéstasis ganglionares. En
particular, los grados intermedio y alto se han relacionado con un riesgo de afectacion

ganglionar hasta siete veces superior, lo que puede influir en la decision de realizar
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cirugia radical tras resecciones locales[106,111,113]. Asimismo, en tumores estadio II,
el budding intermedio o alto se ha asociado a un mayor riesgo de recurrencia y a una

mayor mortalidad especifica por cancer[111,113,114].

1.9.1.6. Inestabilidad de microsatélites

La MSI es uno de los mecanismos moleculares de carcinogénesis en el CC[115].
Resulta de la pérdida de funcion del sistema de reparacién de errores de apareamiento
de bases del ADN (mismatch repair system, MMR), y puede ocurrir por mutaciones
germinales —como pasa en el sindrome de Lynch[116]— o por hipermetilacién somatica
de los promotores de MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2[115]. Esta alteracion genera un
fenotipo hipermutador, con errores acumulativos en regiones del genoma con
secuencias repetitivas cortas (microsatélites). En funciéon del grado de inestabilidad, se
clasifica a los tumores como MSI alta (MSI-H, high), cuando mas del 30-40% de los loci
estan afectados; MSI baja (MSI-L, /low), cuando la afectacion es menor; o estables

(MSS, stable), en ausencia de inestabilidad detectable.

Se estima que aproximadamente el 15% de los tumores esporadicos son MSI-H[117].
Los pacientes con MSI-H tienden a ser mas jovenes, se localizan preferentemente en el
colon derecho y suelen estar asociados a lesiones precursoras del tipo adenoma sésil
serrado[26,118,119]. Las caracteristicas histologicas asociadas incluyen tumores
productores de mucina, diferenciacion de células en anillo de sello, carcinoma medular
y aumento de TILs[118,119].

La relevancia clinica del estatus MSI/MMR se manifiesta en diversos niveles. En primer
lugar, permite identificar posibles sindromes hereditarios, como el sindrome de Lynch,
con implicaciones directas en la toma de decisiones quirurgicas y el seguimiento
familiar[116]. En segundo lugar, constituye un marcador prondstico bien establecido:
varios estudios y metaanalisis han demostrado que los pacientes con tumores MSI-H
presentan un prondstico favorable, especialmente en estadios tempranos. En un
metaanalisis con 1.277 pacientes MSI-H que incluia todos los estadios, Popat et al.
observaron una reduccién del 35% en el riesgo de muerte (HR 0,65; IC 95% 0,59-0,71)
y una reduccion del 38% en el riesgo de recidiva (HR 0,62; IC 95%: 0,53-0,72) en
comparacion con tumores MSS[120]. En un metaanalisis con mas de 12.000 pacientes,

Guastadisegni et al. observaron unos resultados similares en cuanto a SGy a SLE[121].
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En contraste, en enfermedad metastasica, la influencia de MSI-H esta menos
establecida, con algunos estudios demostrando un peor pronostico en estos

casos[122,123], especialmente en pacientes con mutacién de BRAF V600E[117].

Ademas, MSI-H predice menor beneficio de la quimioterapia adyuvante con
fluoropirimidinas en estadio Il, pudiendo incluso ser perjudicial[71,124], por lo que se
desaconseja su administracion a menos que presenten factores de alto riesgo de
recurrencia[3]. En estadio lll, la indicacion tratamiento no varia[125], si bien algunos

estudios sugieren que los pacientes MSI-H podrian tener un beneficio inferior[126].

Finalmente, en enfermedad avanzada MSI-H, la elevada inmunogenicidad de estos
tumores ha abierto la puerta a la inmunoterapia. Diversos ensayos clinicos han
demostrado una elevada tasa de respuesta con inhibidores de PD-1/PD-L1, como
pembrolizumab, actualmente aprobado como tratamiento de primera linea en pacientes
con CCR metastasico MSI-H[127].

1.9.1.7. Respuesta inmunitaria

La respuesta inmunitaria local frente al tumor, principalmente mediada por linfocitos T,
se asocia globalmente a un mejor pronéstico[128]. Esta infiltracion se puede clasificar,

simplificadamente, en dos patrones: intratumoral y peritumoral.

Los TILs son linfocitos T localizados entre las propias células tumorales[85]. En un
estudio poblacional israeli con mas de 2.000 pacientes, Rozek et al. observaron que una
densidad de TILs=2 por campo de gran aumento se asocioé a una mejora significativa de
la SG (HR 0,76; IC 95%: 0,64-0,89; p < 0,001) y supervivencia por CCR (HR 0,66; IC
95%: 0,52-0,84; p < 0,001), incluso en tumores con fenotipo MSS[85].

Por otro lado, la infiltracion peritumoral incluye tanto la presencia difusa de linfocitos T
CD3+CD8+ en el frente de invasion[128], como la presencia de estructuras linfoides
organizadas en forma de agregados, conocidas como reaccion linfoide tipo Crohn
(Crohn’s-like lymphoid reaction, CLR), que reflejan una respuesta inmunitaria
estructurada y persistente frente al tumor[85]. En el mismo estudio, Rozek et al.

constataron que una CLR prominente (=3 agregados) se asocidé con una mayor
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supervivencia especifica por CCR (HR 0,65; IC 95%: 0,54-0,78; p < 0,001) y global (HR
0,71; 1C 95%: 0,62-0,80; p < 0,001)[85].

Estas formas de infiltracion son mas frecuentes en tumores MSI-H, ya que presentan
una mayor carga mutacional con la consiguiente generacion de un mayor numero de
neoantigenos[129]. Sin embargo, el factor protector de la respuesta inmunitaria parece

ser independiente al estado de los genes reparadores[85,128,130].

1.9.2. Factores pronosticos de recurrencia dependientes del cirujano y de la

agresion quirurgica

La cirugia sigue siendo el pilar fundamental para el tratamiento de los pacientes con
tumores localizados. Pese a los avances continuos en las técnicas quirurgicas, con la
adopcion practicamente sistematica de la cirugia minimamente invasiva, la
implementacion de programas de recuperacion intensificada (ERAS) y los programas
de prehabilitacion, la intervencion representa una agresion mayor que desencadena una
cascada de respuestas fisioldgicas complejas. Entre ellas, destacan la inflamacion y la
activacion de mecanismos angiogénicos, que podrian tener implicaciones en la
evolucion oncologica. Por su relevancia en el contexto de esta tesis doctoral, se

abordaran con mayor detalle en el apartado 1.10. Angiogénesis.

1.9.2.1. Calidad de la cirugia

La calidad de la cirugia impacta directamente en el pronéstico oncoldgico. Aspectos
técnicos directamente dependientes del cirujano como la diseccion por planos
embriolégicos, la obtencion de margenes quirurgicos libres y la calidad de la

linfadenectomia tienen una repercusion en los resultados clinicos a largo plazo.

La diseccion siguiendo los planos embrioldgicos y respetando la integridad de la fascia
mesocolica, al igual que fue descrito por Heald en el recto[131], ha demostrado tener un
impacto significativo en los resultados oncolégicos. En un estudio retrospectivo
publicado en The Lancet Oncology, West et al. analizaron 399 especimenes quirurgicos
y observaron una mejoria del 15% en la SG en aquellos casos en los que se habia

respetado la fascia embriologica. Este beneficio fue especialmente evidente en
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pacientes en estadio Ill, manteniéndose como un factor protector en el analisis
multivariado (HR 0,57; IC 95%: 0,24-0,85; p = 0,014)[61].

La escision completa del mesocolon (ECM), propuesto por Hohenberger et al.[132],
combina la diseccion por el plano embrioldgico con la ligadura vascular central y
margenes de reseccion longitudinales amplios de al menos 10 cm respecto al tumor.
Los datos publicados por el equipo de Hohenberger son positivos, con una reducciéon
de la recurrencia local del 6,5% al 3,6% y una mejora de la SLE del 82,1% al 89,1%[132].
Posteriormente, Bertelsen et al. confirmaron que la ECM fue un factor independiente
asociado a una mayor SLE en su cohorte, con una mejoria a 4 afios del 75,9% al 85,8%,

efecto que se mantuvo tras ajustar por estadio tumoral[133].

La calidad de la linfadenectomia es esencial en la cirugia oncoldgica del CC. El nUmero
de ganglios resecados es un factor prondstico independiente, incluso cuando los
ganglios son negativos[134—136]. La mayoria de los consensos actuales establecen
como estandar la evaluacion de al menos 12 ganglios linfaticos para garantizar una
estadificacion adecuada[3,41,42,137]. Un numero de ganglios inferior se asocia a
peores resultados oncoldgicos y se considera un factor de riesgo que puede justificar la
indicacion de tratamiento adyuvante[3]. Una de las explicaciones clasicas de esta
asociacion es la mayor deteccion de ganglios positivos conforme aumenta el numero de
ganglios analizados[138]. Sin embargo, la proporcion de pacientes en estadio Il parece
permanecer estable a lo largo del tiempo[50,139,140], lo que sugiere que existen otros
factores implicados. Entre ellos, se ha propuesto que una linfadenectomia mas amplia
podria favorecer la eliminacion de enfermedad residual minima[141], o bien reflejar una

mayor respuesta inmunitaria del huésped frente al tumor[142].

La extension de la linfadenectomia es, actualmente, un punto de debate. Se ha descrito
que la afectacion de los ganglios centrales o apicales ocurre en aproximadamente un 4-
19% de los casos, siendo mas frecuente en tumores T3/4[143,144]. Este hallazgo ha
sido utilizado como argumento a favor de una linfadenectomia mas extensa. Sin
embargo, la interpretacion clinica de estas metastasis sigue siendo motivo de debate:
algunos autores las consideran metastasis regionales[145,146], mientras que otros las
clasifican como sistémicas, ya que en algunos casos estan asociadas con un prondstico
similar al del estadio IV[147]. Esta disparidad conceptual contribuye directamente a la
controversia en torno a la indicacién sistematica de la linfadenectomia D3 frente a la D2.

Mientras que la resecciéon D2 —que incluye los ganglios linfaticos pericélicos e
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intermedios— es ampliamente aceptada como procedimiento estandar, la indicaciéon
rutinaria de D3, que ademas incorpora la reseccion de los ganglios apicales, continua
siendo cuestionada. A pesar de que algunos estudios han demostrado beneficios
oncoldgicos con la linfadenectomia D3, se trata de una técnica mas exigente y con
mayor riesgo quirurgico. La evidencia clinica sigue siendo limitada y heterogénea y
muchos estudios mezclan conceptos como la ECM, la linfadenectomia D3 y la ligadura
vascular central, lo que dificulta la interpretacion de los resultados. Ademas, los ensayos
clinicos aleatorizados son escasos. Recientemente se han publicado los resultados a
corto plazo del ensayo COLD, un estudio multicéntrico aleatorizado que compara D2
versus D3, donde no encontraron diferencias en cuanto a la morbilidad
postoperatoria[148]. De forma similar, el ensayo RELARC, que compara ECM frente a
colectomia estandar con D2, reporté una mayor tasa de lesiones vasculares
intraoperatorias en el grupo ECM, aunque sin aumento de la morbilidad postoperatoria
global[149]. Sin embargo, los resultados oncoldgicos a largo plazo no consiguieron
demostrar una superioridad de ECM, concluyendo que la linfadenectomia D2 deberia
seguir siendo el procedimiento de rutina[150], reservando la D3 para casos

seleccionados.

Otro factor critico es la obtencion de unos margenes quirurgicos libres. En la cirugia del
colon, a diferencia del recto, los margenes longitudinales no suelen suponer un
problema técnico y la mayoria de las guias recomiendan un margen de al menos 5-10
cm([7]. El margen radial o circunferencial, considerado afecto cuando es <1 mm[41], se
ha asociado una mayor tasa de recurrencia locorregional y a una menor SG[151,152].
Ademas, se ha visto que el impacto prondstico del margen radial depende del tipo de
estructura involucrada, siendo mas desfavorable cuando afecta directamente el tumor
primario que cuando implica ganglios linfaticos o depdsitos tumorales[153]. Estudios
recientes han reportado tasas preocupantemente altas de afectacion, superiores al 10%

en algunas series, especialmente en tumores T4 y centros de bajo volumen[154,155].

1.9.2.2. Complicaciones de la cirugia
Las complicaciones postoperatorias, especialmente las complicaciones mayores o que

requieren reintervencion, impactan negativamente en la SLE y SG, independientemente
del estadio del tumor[156].
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Entre ellas, la dehiscencia anastomotica destaca por su gravedad. Su incidencia tras
cirugia de colon oscila entre el 1% y el 8%, en funcion de la localizacién anatémica y
definicion que se utilice[157-161] y esta asociada con una elevada morbilidad y
mortalidad perioperatorias[159]. Ademas, varios estudios han apuntado a una relacién
con los resultados oncolégicos a largo plazo[157,162—164], aunque otros no encuentran
diferencias en la cirugia del colon, posiblemente por una menor potencia estadistica, ya

que es menos frecuente que en el recto[165].

En un metaanalisis que incluyé mas de 20.000 pacientes con CCR, Mirnezami et al.
observaron que la dehiscencia anastomotica se asociaba significativamente con una
mayor recurrencia local OR 2,9 (IC 95% 1,78-4,71; p < 0,001), sin encontrar diferencias
significativas en cuanto al riesgo de recurrencia a distancia. Ademas, identificaron una
mortalidad especifica por cancer significativamente mayor (OR 1,75; IC 95%: 1,47-2,1;
p = 0,0001)[166]. En un estudio retrospectivo de Law et al. que incluy6 1.580 pacientes,
de los cuales 933 fueron sometidos a cirugia por CC, se observo que la supervivencia
especifica por cancer a 5 afos fue del 56,9% en pacientes con dehiscencia, frente al
75,9% sin dehiscencia. Asimismo, se observo un aumento de las tasas de recurrencia
local (del 5,7% al 12,9%) y sistémica (del 22,6% al 48,4%)[164]. Walker et al. analizaron
1.722 pacientes con CCR, encontrando que la presencia de dehiscencia anastomatica
se asociaba a un incremento del 60% en el riesgo de muerte global a cinco afios y del
80% en el riesgo de muerte especifica por cancer, en comparacion con los pacientes
sin esta complicacién[167]. Es interesante destacar que Nachiappan et al. solo
observaron peores resultados en los pacientes en los que la dehiscencia se manejé con

una reintervencién quirurgica, y no en el caso de un manejo conservador[168].

En el ambito de la cirugia de colon exclusivamente, Kube et al. llevaron a cabo un
estudio con 28.271 pacientes, y observaron una disminucién de la SLE a 5 afios del
74,6% al 63% en los pacientes que presentaron una dehiscencia[163]. Por su parte,
Krarup et al. analizaron una cohorte con 9.333 pacientes, en la que no se observo una
asociacion entre dehiscencia y recurrencia local, pero si se documentd un aumento del
riesgo de recurrencia a distancia (HR 1,42; IC 95%: 1,13-1,78; p = 0,003) y de mortalidad
a largo plazo (HR 1,20; IC 95%: 1,01-1,44; p = 0,042)[162]. En otro metaanalisis con
casi 70.000 pacientes, Mohamed et al. no encontraron diferencias significativas en las
tasas de recurrencia local ni sistémica, pero si observaron una disminucion significativa
de la SG (RR 0,85; IC 95%: 0,77-0,94), de la SLE (RR 0,80; IC 95%: 0,72—-0,89) y de la
supervivencia especifica por cancer (RR 0,90; IC 95%: 0,83-0,97)[157].
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Se han propuesto diversas teorias para explicar la asociacion entre la dehiscencia y los
peores resultados oncoldgicos. Entre ellas, se ha propuesto que la dehiscencia permite
la implantacion directa de células tumorales exfoliadas[169,170], que la sepsis
secundaria puede inducir a un estado inmunosupresor caracterizado por linfopenia T y
disfuncion de células NK[167], que la dehiscencia puede conllevar la cancelacion o el
retraso del tratamiento adyuvante[162] y que la alteracion del microbioma
perianastomotico podria favorecer un microambiente inflamatorio, contribuyendo a la

progresion de la enfermedad[171].

Por ultimo, pero especialmente importante para esta tesis doctoral, es el aumento de la
inflamacion y de la angiogénesis tras la infeccion peritoneal. En nuestra linea de
investigacion, diversos trabajos de nuestro grupo han aportado evidencia consistente
sobre el papel de la infeccidon peritoneal postoperatoria como facilitadora de la
recurrencia tumoral en el CCR, a través de mecanismos inflamatorios y angiogénicos.
En un estudio prospectivo, Alonso et al. demostraron que los pacientes con dehiscencia
anastomoética o absceso intraabdominal presentaban niveles significativamente mas
elevados de interleucina 6 (IL-6) y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular),
tanto en suero como en liquido peritoneal, en el cuarto dia postoperatorio (4DPO)y que
estas concentraciones se asociaban con un mayor riesgo de recurrencia tumoral[172].
Posteriormente, en un estudio transcriptémico de leucocitos periféricos en pacientes con
y sin infeccion, concluyeron que la infeccion intraabdominal postoperatoria induce una
firma de expresion génica con caracteristicas protumorales, asociada a invasion,
angiogénesis, evasién inmune y supresién de la citotoxicidad[173]. En un modelo
murino, Bohle et al. demostraron que la induccion experimental de infeccidn
intraabdominal tras reseccion tumoral incrementaba la angiogénesis local —medida por
la densidad microvascular y niveles séricos de VEGF— y aceleraba la recurrencia
tumoral[174]. Finalmente, en un estudio funcional in vitro, Salvans et al. evidenciaron
que tanto el suero como el liquido peritoneal de pacientes con infeccidon postoperatoria
potenciaban significativamente la migracién, invasion y proliferaciéon de células
tumorales, proporcionando una demostracion mecanistica directa del efecto del entorno
inflamatorio sobre el comportamiento celular[175]. En conjunto, estos trabajos del grupo
aportan evidencia robusta que apoya la hipotesis de que la respuesta inflamatoria y
angiogénica inducida por la infeccidon postquirdrgica puede alterar el microambiente
tisular de forma significativa, favoreciendo la supervivencia y expansion de células

tumorales residuales y, con ello, el riesgo de recidiva.
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1.10. Angiogénesis

La formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, fenomeno
conocido como angiogénesis[176], constituye un proceso esencial para el desarrollo
embrionario, la cicatrizacion de tejidos y la respuesta adaptativa frente a situaciones de
hipoxia o inflamacién persistente[176,177]. Esta capacidad de reorganizacion esta
regulada por una compleja red de sefiales moleculares que garantizan que la respuesta
angiogénica sea precisa tanto en magnitud como en localizacién. La angiogénesis
implica la cooperacion de distintos tipos celulares —endotelio, pericitos, células
mesenquimales, inmunes y del estroma— mediante sefiales solubles, receptores
especificos y componentes[178]. Estas interacciones regulan etapas criticas del
proceso, como la activacion endotelial, degradacion de la matriz, migracion y

proliferacion celular, formacion de tubulos y posterior maduracién del nuevo vaso.

Entre las familias de proteinas que regulan estas etapas, se incluyen factores de
crecimiento como VEGF, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF); mediadores inflamatorios como IL-18 e IL-8;
proteinas con efecto inhibitorio sobre la angiogénesis, como las trombospondinas y
maspinas; y enzimas que facilitan la remodelacién tisular, como el activador de
plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA) o angiogenina. La actividad de estas moléculas no
opera de forma aislada, sino en equilibrio dinamico, ajustandose a las demandas

tisulares y al entorno microambiental[179].

1.10.1.  Proceso angiogénico fisioldgico

En la angiogénesis por gemacion, como puede verse en la Figura 9, las células
endoteliales se organizan funcionalmente en tres fenotipos principales: células punta

(tip cells), células tallo (stalk cells) y células falange (phalanx cells)[180].

Las células punta son migratorias, polarizadas y se caracterizan por presentar unas
largas filopodias que exploran el entorno en respuesta a sefales quimiotacticas, guiando
asi el crecimiento del brote vascular hacia una determinada direccion. Tienen una alta
expresion de VEGFR2, lo que las hace muy sensibles a VEGF, y presentan también
altos niveles de delta-like 4 (Dll4), permitiendo activar Notch en las células vecinas[177].

Las células tallo, por su parte, siguen a la célula punta y se encargan de proliferar y
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formar la luz del nuevo vaso[181]. Finalmente, una vez establecida la perfusion, las
células falange estabilizan el vaso, frenando la proliferacién y migracion, y adoptando

un estado quiescente[182,183].

La seleccion entre fenotipos celulares se regula a través de la via VEGF-Notch, y mas
especificamente por la interaccion de DII4 con receptores Notch[184]. Aunque todas las
células endoteliales perciben senales de VEGF, solo una célula se convierte en punta,

inhibiendo a sus vecinas mediante un proceso de inhibicién lateral[185].

El proceso culmina en la anastomosis, cuando dos células punta convergen y forman
uniones intercelulares[186]. A continuacion, algunas ramas vasculares se estabilizan
mientras otras regresan, en un fendmeno regulado parcialmente por la presiéon de
oxigeno[187]. Al completarse el vaso, las células endoteliales cesan su actividad
migratoria y proliferativa, adoptando el fenotipo falange. En esta etapa, los pericitos
desempefian un papel clave en la maduracion y consolidacion de la red vascular.
Aunque su presencia suele asociarse con la estabilizacién estructural y pérdida de
plasticidad del endotelio, se ha observado que incluso vasos tumorales recubiertos por

pericitos pueden involucionar tras inhibicion del eje VEGF[188].
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Figura 9. Proceso de activacion de la angiogénesis. Se representa en tres etapas: (1) el
estimulo hipoxico induce la expresion de VEGF, generando un gradiente; (2) se establece una
competencia entre células endoteliales, regulada por la sefializacion VEGF/Notch, para adquirir
el fenotipo de célula punta; y (3) la célula punta lidera la gemacioén angiogénica, mientras que las
células tallo proliferan y forman el nuevo vaso. Imagen creada con BioRender.
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1.10.1.1. Angiogénesis y respuesta inflamatoria a la cirugia

Tras la cirugia, se desencadena una respuesta inflamatoria fisiolégica cuyo objetivo es
iniciar y sostener la reparacion del tejido. Tradicionalmente se ha dividido en cuatro
fases superpuestas: hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacién, aunque en
realidad conforman un continuo bioldgico en el que coexisten multiples mediadores

celulares y moleculares[189,190].

- Hemostasia (inmediata): Se inicia con la vasoconstriccion de los vasos
dafiados, seguida por la activacién y agregacion plaquetaria[191]. Esto conduce
a la generacion de trombina y a la formacién de un coagulo de fibrina, que actua
tanto como barrera hemostatica como matriz provisional para la migracién
celular. El coagulo desempefia una funcion bioactiva esencial, liberando
mediadores como factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor
de crecimiento trasformador beta (TGF-B)[192], que promueven el reclutamiento
de leucocitos y la activacion de fibroblastos y células endoteliales[189,190].

- Inflamacién (primeras 24-72 horas): su objetivo principal es eliminar
patdgenos y restos celulares, creando un entorno éptimo para la regeneracion
tisular[189,193]. Se caracteriza por la infiltracion secuencial de neutrofilos y
monocitos. Los primeros, que constituyen la primera linea de defensa, migran
rapidamente al foco lesional por sefiales de quimiotaxis, donde realizan
funciones de fagocitosis y liberacion de enzimas proteoliticas y citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
amplificando la respuesta inmunitaria[193]. Los monocitos se diferencian en
macrofagos, que ademas de continuar con la limpieza celular, secretan factores
como VEGF, FGF, TGF-p y PDGF[194], que promueven la activacion de
fibroblastos, la angiogénesis y la transicion hacia la fase proliferativa.

- Proliferacion (aproximadamente dias 3-14): se caracteriza por una intensa
actividad celular destinada a reconstruir el tejido dafado[189,190]. Los
fibroblastos migran al lecho de la herida y sintetizan matriz extracelular
provisional[194]. Paralelamente, se activa la angiogénesis, proceso dirigido por
factores como VEGF y FGF[195], secretados por macrofagos, fibroblastos,
plaquetas y células endoteliales. VEGF, a su vez, puede ser inducido por el 6xido

nitrico secretado por las células endoteliales en respuesta a la hipoxia[195]. Esta
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red vascular es fundamental para oxigenar el tejido, permitir el aporte de
nutrientes y facilitar la llegada de células reparadoras.

- Remodelacién (semanas-meses): busca restaurar la arquitectura y funcion del
tejido[189,190]. Se caracteriza por el remodelado de la matriz extracelular y la
organizacién del colageno en una red estructurada[194]. Paralelamente, los
miofibroblastos contribuyen a la contraccion de la herida[190], y la red vascular

se estabiliza[195], mientras que otros capilares regresan por apoptosis.

1.10.2. VEGF como eje regulador de la angiogénesis

VEGF es una de las citoquinas mas importantes implicadas en la angiogénesis, la
vasculogénesis, y la linfagiogénesis, ademas de participar en la migracion celular y la
permeabilidad vascular[196—-198]. Fue aislado y clonado en la década de 1980 por
Napoleone Ferrara y su equipo[199], tras décadas de hipotesis sobre la existencia de
un factor que promoviera la formacion de nuevos vasos[196]. En la Figura 10 se
muestra una cronologia historica adaptada de Apte et al.[196], que recoge los hitos clave
desde las primeras observaciones hasta la clonacién del VEGF y el desarrollo de

anticuerpos terapéuticos[196,197].
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Figura 10. Cronologia histérica del descubrimiento de VEGF. Se muestra la evolucion del
concepto desde la identificacion de factores angiogénicos difusos en retinopatia diabética hasta
el aislamiento, clonacién y validacién funcional de VEGF como regulador clave de la
angiogeénesis y diana terapéutica. Adaptada de Apte et al.[196].

VEGF pertenece a la familia de factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF).
En humanos, se han descrito cinco miembros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y
factor de crecimiento (PIGF, del inglés Placenta Growth Factor)[196,200,201]. De todos
ellos, VEGF-A es el mas estudiado y el principal regulador de la angiogénesis fisiolégica
y patoldgica, motivo por el cual suele denominarse simplemente “VEGF” en muchas

ocasiones[196,197]. Mediante splicing alternativo del gen VEGFA, se generan varias
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isoformas: VEGFA121, VEGFA145, VEGFA165, VEGFA1s3, VEGFA1s9 ¥ VEGFA26, que
difieren en su afinidad por la heparina, lo que determina su capacidad de difusion y
anclaje a la matriz extracelular[202]. Por su equilibrio entre estabilidad y disponibilidad
funcional, VEGFA1e5 es la isoforma mas biolégicamente activa, y el principal objetivo de

estudios experimentales y terapias dirigidas[203].

Las proteinas VEGF se ensamblan como homodimeros antiparalelos con estructura de
nudo de cisteina, estabilizados por puentes de disulfuro. Sus receptores (VEGFR-1, -2,
-3) son tirosina quinasas transmembrana, con dominios tipo inmunoglobulina
extracelulares, responsables de reconocer y transducir sefales intracelulares[200].
Cada miembro de la familia VEGF tiene una afinidad especifica por uno o varios

receptores (VEGFR), lo que condiciona sus efectos biolégicos[196] (Figura 11).
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Figura 11. Representacion esquematica de los miembros de la familia VEGF. Se ilustran
sus principales funciones biolégicas, asi como sus afinidades relativas por los distintos
receptores de la familia VEGFR. Imagen creada con BioRender.com.

VEGF-A se une principalmente a VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/Flk-1). VEGFR-2
es el principal mediador de la angiogénesis, estimulando la proliferacion, migracion y
supervivencia de las células endoteliales, asi como la formacion de vasos sanguineos.
VEGFR-1, en cambio, actia como modulador negativo, capturando VEGF para limitar
su disponibilidad local y ayudando a afinar el gradiente de sefializacion[177]. VEGF-C y
VEGF-D se unen principalmente a VEGFR-3, promoviendo la proliferacion de células

endoteliales linfaticas durante la linfangiogénesis[204].

VEGF-A ejerce su funcion principalmente a través del receptor tirosina quinasa VEGFR-

2, cuya activacion inicia una cascada intracelular compleja que implica multiples rutas
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convergentes responsables de la proliferacion, migracién, supervivencia y
permeabilidad de las células endoteliales[205], como puede verse en la Figura 12.
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Figura 12. Via candnica de VEGF-A/VEGFR-2. La unién de VEGF-A a su receptor VEGFR-2
desencadena su dimerizacion y autofosforilacion, activando mudltiples vias de sefalizacion
intracelular que inducen un fenotipo endotelial proangiogénico. Entre ellas, la via fosfatidilinositol-
3-quinasa (PI3K), promueve la supervivencia celular mediante la inhibicion de proteinas
proapoptoticas como promotor de muerte asociado a Bcl-2 (BAD) y la caspasa-9, en un proceso
regulado por la fosfatasa homoéloga de tensina (PTEN)[206]. Paralelamente, la activacion de la
fosfolipasa C gamma 1 (PLCy1), genera diacilglicerol (DAG) e inositol trisfosfato (IP3): DAG
activa la proteina quinasa C beta (PKCpB), que converge en la via de MAPK (Raf-MEK1/2-
ERK1/2) y estimula la expresion génica proliferativa[207], mientras que IP3 promueve la
liberacion de calcio intracelular, activando la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) vy
favoreciendo la produccion de oxido nitrico (NO) y prostaglandinas, que aumentan la
vasodilatacion y permeabilidad vascular[208]. La migracidon endotelial se orquestra a través de
FAK/paxillin[209] y la via p38 MAPK, que mediante HSP27 reorganizan el citoesqueleto[210]. En
conjunto, estas sefales de supervivencia, proliferacion, migracion y permeabilidad sostienen la
angiogénesis patoldgica. En CCR, esta neovascularizacion contribuye al crecimiento tumoral, la
diseminacién metastasica y la evasion inmunolégica, lo que subraya el valor terapéutico de
VEGF/VEGFR-2 como diana terapéutica. Imagen creada con BioRender.com.

1.10.2.1. VEGF y angiogénesis patologica

VEGF es una molécula clave tanto en la progresion y diseminacién del cancer, como en

un amplio abanico de patologias no oncolégicas. Su exceso o defecto pueden resultar
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patologicos: la sobreexpresion promueve una neoangiogénesis desorganizada y un
aumento de la permeabilidad vascular, mientras que su defecto puede conllevar

isquemia tisular y a una reparacion ineficaz[176,211-213].

En tumores solidos, la falta de oxigeno y nutrientes limita el crecimiento y su capacidad
de invasion y metastasis[214,215], lo que activa mecanismos adaptativos como la
angiogénesis. La hipoxia estabiliza el factor transcripcional inducido por hipoxia 1 alfa
(HIF-1a), promoviendo la expresion de VEGF, lo que estimula la activacion, proliferacion
y migracion de células endoteliales. Esta sefializacion proangiogénica se potencia por
células tumorales y del estroma, y puede amplificarse por la activacion de oncogenes
como EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), incluso en normoxia.

También intervienen otros factores como PDGF, FGF o TGF-a[211].

Aunque los mecanismos celulares implicados son similares a los de la angiogénesis
fisioldgica, el proceso tumoral se caracteriza por una sefalizacién desregulada y
persistente, que genera vasos inmaduros, desorganizados y altamente
permeables[216]. Esta red vascular aberrante favorece el crecimiento tumoral, la
evasion inmunologica y la diseminacion hematégena. Asimismo, en el proceso
metastasico, las células tumorales deberan ser capaces de activar los mecanismos

angiogénicos en el 6érgano diana para conseguir el crecimiento del foco metastasico.

1.10.2.2. VEGF en el diagnéstico y prondstico del CCR

Numerosos estudios han documentado una elevacion de los niveles de VEGF en sangre
periférica en pacientes con CCR antes de la cirugia, en comparacion con individuos
sanos[217—-220]. Esta sobreexpresion, comun en la mayoria de los tumores solidos, se
ha correlacionado con peor pronéstico en varios canceres, incluyendo mama[221,222],

pulmon[223] y prostata[224], entre otros.

En el caso del CCR, una de las evidencias que respalda su implicacion en la progresion
tumoral es su baja o nula expresion en adenomas colénicos, frente a su presencia
incrementada en tumores invasivos y metastasicos[225]. Esta elevacion basal se ha
asociado con el estadio tumoral, la afectacién ganglionar, la densidad vascular, las
metastasis y la recurrencia de la enfermedad[218,219,225,226]. Varios metaanalisis han

confirmado la asociacion entre una mayor expresion de VEGF y peores resultados
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oncoldgicos a largo plazo. Los pacientes con tumores que sobreexpresan VEGF
presentan un mayor riesgo de recurrencia y menor SG[227,228], observandose incluso
un riesgo cuatro veces mayor de metastasis a distancia[228]. No obstante, en algunos

casos no se ha podido demostrar que sea un factor prondstico independiente[225].

Aunque la mayoria de los estudios se han centrado en el analisis de VEGF-A, también
existe evidencia que respalda el valor pronéstico de VEGF-D en el tejido tumoral,
asociado a estadios mas avanzados, mayor afectacion ganglionar, metastasis hepaticas
y peor SLE y SG[220,229].

Gran parte de la evidencia disponible se ha centrado en los niveles basales de VEGF
en sangre periférica o tejido tumoral. Sin embargo, la implicacién de VEGF en el periodo
postoperatorio ha sido menos explorada, con variabilidad en cuanto al momento de
realizar las determinaciones. Nuestro grupo ha contribuido en este ambito. En un
modelo murino, observamos que niveles mas altos de VEGF tras la cirugia se
correlacionaban con una mayor angiogénesis y crecimiento tumoral[230]. De forma
consistente, en un estudio prospectivo, observamos que los pacientes con
concentraciones elevades de VEGF en suero de sangre periférica al 4DPO (>370
pg/mL), presentaron un riesgo de recurrencia independiente cuatro veces mayor[231].
En linea con estos hallazgos, otro grupo espafol identificd que concentraciones séricas
de VEGF superiores a 343 pg/mL a los 30 dias de la cirugia se asociaban con mayor

riesgo de recurrencia y peor SG[220].

1.10.2.3. VEGF y tratamiento en CRC

El eje VEGF es una diana terapéutica consolidada en el tratamiento del CCR
metastasico. El primer agente aprobado en este contexto fue bevacizumab, un
anticuerpo monoclonal humanizado contra VEGF-A, que en combinacion con
quimioterapia demostré mejorar de forma significativa la SG (20,3 frente a 15,6 meses;
HR 0,66; p < 0,001) y la supervivencia libre de progresion (10,6 frente a 6,2 meses; HR
0,54; p < 0,001)[232]. Ademas de inhibir la angiogénesis, contribuye a normalizar la
arquitectura vascular tumoral, lo que facilita una mejor distribucién intratumoral de

agentes citotoxicos[233].

La busqueda de nuevas estrategias tras la progresion a bevacizumab condujo al
desarrollo de otros inhibidores del eje VEGF con mecanismos complementarios o

alternativos. Entre ellos destacan aflibercept, una proteina de fusién que actia como
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receptor trampa para VEGF-A, VEGF-B y PIGF[234]; regorafenib, un inhibidor
multiquinasa oral; ramucirumab, un anticuerpo contra VEGFR-2[235]; y fruquintinib, un
inhibidor oral de alta selectividad para VEGFR1-3[236]. Aunque con diferencias en su
eficacia y perfil de toxicidad, todos estos agentes han contribuido a consolidar la via

VEGF como una estrategia validada en el manejo de la enfermedad metastasica.

1.10.3. Mediadores alternativos de la angiogénesis

En esta tesis se ha utilizado una plataforma proteémica capaz de cuantificar
simultaneamente 55 proteinas implicadas en este entramado angiogénico, ofreciendo
una vision funcional mas amplia[237]. Para facilitar su analisis, estos marcadores han
sido clasificados en cinco categorias funcionales: factores proangiogénicos, inhibidores
angiogénicos, factores de crecimiento, mediadores de degradacion de matriz

extracelular y proteinas inflamatorias[238].

1.10.3.1. Inductores de la respuesta angiogénica

Ademas de VEGF-A, existen otras proteinas con un papel decisivo en la activacion y
propagacion del programa angiogénico. Estas moléculas participan en la formacién de
nuevos vasos en respuesta a estimulos como la hipoxia, la inflamacion crénica o la

demanda metabdlica en ciertos tejidos, como ocurre en el entorno tumoral.

Entre ellos, destaca VEGF-C, cuya accion no se limita a la linfangiogénesis. Aunque su
receptor principal es VEGFR-3, también puede activar VEGFR-2 en determinadas
condiciones[239]. Su sobreexpresion se ha vinculado con progresion tumoral,
metastasis a ganglios linfaticos y mayor densidad de vasos en multiples tipos de cancer,
incluyendo el CCR[240-242]. Por otra parte, Endoglin (CD105), una glicoproteina
expresada en células endoteliales activadas, actia como modulador de la sefializacion
del TGF-B, equilibrando tanto el crecimiento como la diferenciacion vascular[243]. Su
sobreexpresion en tumores se ha correlacionado con mayor densidad de vasos y con
una respuesta angiogénica intensa, especialmente en fases avanzadas de la progresion
tumoral[244]. Por su parte, DPPIV (CD26), una ectopeptidasa con funciones
inmunoldgicas y metabdlicas, puede modificar los gradientes de sefializacion

quimiotactica degradando diversas quimioquinas y péptidos reguladores, facilitando asi
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la migracién de células endoteliales y progenitoras hacia zonas de neovascularizacion
activa[245].

1.10.3.2. Inhibidores enddgenos y mecanismos antiangiogénicos

El crecimiento de nuevos vasos sanguineos esta sujeto a mecanismos de control que
impiden una expansion vascular desordenada o ineficaz. Este equilibrio se mantiene
gracias a la accion de diversas proteinas con funcidon antiangiogénica. La pérdida o
inhibicion funcional de estos factores puede favorecer una expansion vascular caodtica e

ineficiente.

Entre estas proteinas destaca thrombospondin-2 (TSP-2), una glicoproteina de la matriz
extracelular que limita la proliferacion y migracién de células endoteliales[246]. TSP-2
ejerce su efecto interfiriendo con rutas de sefalizacion clave como las activadas por
FGF o VEGF. Ademas, participa en la estabilizacién de la matriz y dificulta la
degradaciéon proteolitica, dificultando asi el avance de brotes vasculares en
crecimiento[247]. Otra molécula a tener en cuenta es Serpin B5, también conocida como
maspina. Aunque su mecanismo de accidén exacto no estd completamente dilucidado,
diversos estudios han mostrado que su expresiéon en células tumorales puede reducir la
capacidad de inducir angiogénesis, probablemente mediante efectos indirectos sobre la
adhesion celular, la matriz extracelular o la expresion de factores angiogénicos
secundarios[248]. En varios tipos de cancer, su pérdida se ha asociado con mayor
agresividad biolégica y angiogénesis descontrolada[249]. Por su parte, ADAMTS1
combina actividad degradadora con propiedades antiangiogénicas especificas[250].
ADAMTS1 puede inactivar factores proangiogénicos y también influir en la disponibilidad
de sitios de anclaje en la matriz extracelular para células endoteliales[251]. Su actividad,
aunque mas sutil que la de otros inhibidores clasicos, contribuye a limitar la extension
de los vasos recién formados y a preservar la arquitectura vascular[252]. Por ultimo, en
este grupo se incluye GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), una
citoquina involucrada en la reparacion tisular. Se han descrito efectos proangiogénicos,
en microambientes inflamatorios crénicos puede inducir una respuesta antiangiogénica
al reprogramar a los macrofagos hacia un fenotipo menos inductivo y reducir la

produccion de VEGF y otras citoquinas proangiogénicas[253—-256].

68



INTRODUCCION

1.10.3.3. Factores de crecimiento y control de la angiogénesis

La angiogénesis depende de una secuencia finamente regulada de eventos celulares,
en cuyo centro se encuentran los factores de crecimiento. Estas proteinas actuan como
sefiales especificas que inducen cambios funcionales y fenotipicos en las células
endoteliales, promoviendo su activacion, proliferacién, migracién y organizacion en
estructuras capilares. Muchos de estos factores modulan también el comportamiento de
células del microambiente, como fibroblastos, pericitos o células inmunes, amplificando

asi su influencia angiogénica[257].

Uno de los miembros en este grupo es el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2),
que actua a través de receptores FGFR activando las vias MAPK/ERK y PI3K/AKT,
esenciales en la proliferacion y supervivencia celular[258]. A diferencia de VEGF-A,
FGF-2 promueve redes vasculares mas estables y menos permeables, facilitando una
angiogénesis organizada[259], ademas de participar en el reclutamiento de pericitos y
en la sintesis de matriz extracelular. Otros miembros como FGF-4 y FGF-7 tienen
efectos mas contextuales: FGF-4 ha sido vinculado a procesos neoplasicos por su
activacion indirecta de rutas proliferativas y angiogénicas[260], mientras que FGF-7,
actua sobre células epiteliales[261], favoreciendo un entorno vascularizado en tejidos
regenerativos o tumores con alto componente estromal[262]. Por otro lado, HGF
(hepatocyte growth factor) activa el receptor c-Met induciendo migracion endotelial,
formacion de estructuras vasculares e incremento de permeabilidad[263]. Ha
demostrado inducir angiogénesis incluso en ausencia de VEGF y se asocia a
mecanismos de resistencia frente a terapias antiangiogénicas en tumores solidos[264].
Finalmente, EGF (epidermal growth factor), aunque principalmente asociado a la
proliferacion epitelial, puede influir en la angiogénesis de forma indirecta al inducir VEGF
y metaloproteinasas en células del estroma, y modula el perfil secretor de células

inmunes y tumorales, reforzando asi el componente vascular del microambiente[265].

La coexistencia de multiples factores de crecimiento con efectos parcialmente
solapados confiere plasticidad a la respuesta angiogénica, dificultando su control en
enfermedades. La inhibicién de un solo eje —por ejemplo, VEGF— puede ser
contrarrestada por la activacion de rutas alternativas como FGF o HGF[266]. Por ello,
analizar un perfil proteémico amplio permite valorar con mayor precision el potencial

angiogénico de un tejido.
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1.10.3.4. Enzimas remodeladoras de matriz extracelular en la angiogénesis

La degradacion organizada de la matriz extracelular (MEC) es un paso esencial en la
angiogénesis. Este proceso permite el avance fisico de células endoteliales e inmunes,

la liberacion de factores anclados a la MEC vy la activacién de vias proangiogénica[267].

Uno de los principales mediadores de esta degradacion es uPA (urokinase-type
plasminogen activator), que convierte el plasmindgeno en plasmina[268], una proteasa
que degrada componentes estructurales como fibrina, fibronectina y laminina, y activa a
su vez metaloproteinasas de matriz (MMPs). Este proceso facilita el avance celular
hacia regiones de neovascularizacion o invasion[269]. Otro componente fundamental es
la angiogenina, una ribonucleasa secretada que favorece indirectamente la
remodelacion tisular[270]. Estimula la produccién de proteasas por células endoteliales
y favorece un entorno permisivo para la reorganizacion tisular. Ademas, en regiones
hipoxicas, actua promoviendo la neovascularizacion y la supervivencia celular a través

de vias no canonicas[271].

En condiciones fisioldgicas, la actividad de estas enzimas esta finamente regulada por
inhibidores enddgenos, como las TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), que
limitan la degradacion excesiva y preservan la integridad del tejido[272]. En el
microambiente tumoral, este equilibrio suele alterarse, ya sea por un aumento de las
proteasas o una disminucion de sus inhibidores, lo que da lugar a una matriz

desestructurada, hipoxia persistente y mayor capacidad invasiva.

1.10.3.5. Inflamacion y sefalizacion angiogénica

La inflamacion y la angiogénesis no solo coexisten espacialmente, sino que mantienen
una interaccion funcional que, en contextos patoldgicos, se transforma en una verdadera
interdependencia. Numerosas proteinas que tradicionalmente se asocian a la activacion
inmune, contribuyen activamente a la formacion de nuevos vasos, actuando de forma

directa sobre el endotelio o0 modulando el microambiente local[273].
IL-1B es una citoquina proinflamatoria que puede inducir la expresion de VEGF, FGF2

y diversas metaloproteinasas, ademas de aumentar la permeabilidad vascular[274]. En

modelos tumorales, su presencia se ha vinculado con una angiogénesis cadtica, vasos
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mal estructurados y una progresiéon mas agresiva[275,276]. Asimismo, IL-8 (CXCL8)
originalmente caracterizada como quimioquina para neutrdéfilos, también actia sobre
células endoteliales, estimulando su migracion, la formacién de estructuras tubulares y
la resistencia a la apoptosis[277,278]. Su sobreexpresion en tumores se ha asociado
con mayor densidad vascular, metastasis y menor respuesta a terapias
antiangiogénicas[279]. Por otro lado, Pentraxina 3 (PTX3), una proteina de fase aguda
que presenta un perfil complejo. Aunque en determinados modelos animales ha
mostrado una accion inhibitoria de la angiogénesis, en tejidos inflamados de forma
cronica, su expresion elevada puede reflejar un intento fallido de controlar una respuesta

angiogénica ya desbordada[280,281].
En conjunto, los grupos funcionales descritos reflejan la complejidad del proceso

angiogénico. La caracterizacion simultdnea en muestras clinicas puede ayudarnos a

capturar una vision mas integrada y cercana a la dinamica bioldgica real.
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2. HIPOTESIS

La hipotesis del presente estudio propone que la respuesta angiogénica inducida por la
agresion quirurgica, evaluada principalmente mediante los niveles séricos de VEGF en
el 4PDO, se asocia de forma independiente con un mayor riesgo de recurrencia tumoral

en pacientes con CC sometidos a cirugia con intencién curativa.

2.1. Justificacion

El CC es un problema de sanidad publica global. A pesar de la implementacion de
programas de cribado poblacional dirigidos a disminuir la incidencia y a detectar
neoplasias en estadios iniciales, la creciente adopcién mundial de estilos de vida

occidentales ha provocado que la incidencia de CC continlie aumentando.

Aunque las mejoras multidisciplinares en el tratamiento han conseguido reducir la tasa
de recurrencias, esta sigue siendo un desafio clinico. Las herramientas actuales para
estratificar el riesgo individual presentan limitaciones a la hora de personalizar la toma
de decisiones terapéuticas y el seguimiento de los pacientes. Esta situacion justifica la
busqueda continua de estrategias individualizadas que mejoren la precisién prondstica

y guien el tratamiento de forma personalizada.

En este contexto, la respuesta angiogénica tras la agresidon quirurgica y su posible
relacion con la recurrencia tumoral representan una linea de investigacion prometedora.
En 2017, en un estudio unicéntrico, nuestro grupo evidencié que los niveles séricos de
VEGF superiores a 370 pg/mL en el 4DPO se asociaban a un riesgo cuatro veces mayor

de recurrencia de forma independiente[231].
La intencién fundamental de este proyecto es validar prospectivamente estos resultados

en una cohorte multicéntrica, buscando consolidar el papel de biomarcadores

angiogénicos tempranos como herramienta predictiva en CC.
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3. OBJETIVOS

3.1.

Obijetivo principal

Evaluar si la respuesta angiogénica postquirdrgica, medida mediante los niveles séricos

de VEGEF en el 4DPO, se asocia de manera independiente con el riesgo de recurrencia

tumoral en pacientes con CC intervenidos con intencion curativa.

3.2.

Objetivos secundarios

Caracterizar la respuesta angiogénica postquirargica mediante la cuantificacion
de VEGF en suero en el 4DPO.

Analizar la asociacion entre los niveles de VEGF postquirurgico y el riesgo de
recurrencia tumoral, y estimar su valor como marcador predictivo independiente

mediante modelos de regresion multivariante.
Validar los hallazgos de un estudio unicéntrico previo[231] en una cohorte
independiente, confirmando el valor predictivo de VEGF postoperatorio como

biomarcador de recurrencia.

Caracterizar el perfil de otras proteinas angiogénicas medidas en el 4DPO y

explorar su relacion con la recurrencia tumoral.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Estudio de validacion de VEGF como biomarcador predictivo

4 .1.1. Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio de cohorte prospectivo multicéntrico, registrado en
ClinicalTrials.gov (NCT04851054). La inclusién de pacientes se llevé a cabo entre 2016
y 2020 en siete centros hospitalarios de Espana. El seguimiento oncologico se completd

en 2023, garantizando un tiempo minimo de monitorizacion de 24 meses.
4.1.2. Sujetos del estudio

4.1.2.1. Criterios de inclusion:

Pacientes con CC tributarios de una reseccién quirurgica programada con intencién

potencialmente curativa.
4.1.2.2. Criterios de exclusion:

- Diagnostico sincrénico de otro tumor primario (ya sea en colon o en otras
localizaciones).

- Antecedentes de neoplasia metacronica de colon en los cinco afios previos.

- Presencia de enfermedad metastasica al diagndstico.

- Pacientes en los que no se consigue una reseccion quirdrgica completa (RO).

- Cirugia realizada de forma urgente.

- Rechazo expreso del paciente a participar en el estudio.

4.1.3. Entorno del estudio

El estudio se desarrolld6 con la participacion de siete instituciones hospitalarias
espafolas: Althaia Xarxa Assistencial Universitaria de Manresa (Manresa), Hospital
Clinico San Carlos (Madrid), Hospital General de Granollers (Granollers), Hospital

Universitario La Fe (Valencia), Hospital Joan XXIII (Tarragona), Hospital Germans Trias
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i Pujol (Badalona) y Hospital del Mar (Barcelona). La Tabla 2 muestra las principales
caracteristicas de los centros participantes. La inclusidon de hospitales de distintos

niveles asistenciales y volimenes quirurgicos contribuye a reforzar la validez externa de
los resultados.

Tabla 2. Caracteristicas asistenciales de los hospitales participantes en el estudio.

N° Cirugias Unidad Tipo de
Hospital Ciudad camas colon/aino acreditada acreditacion
aprox. (estim.)* AECP AECP
Althaia Xarxa
AS.SISteh?I?I Manresa ~400 ~70-80 No -
Universitaria
de Manresa
Hospital
Clinico San Madrid ~1000 ~150-200 Si Avanzada
Carlos
Hospital
General de Granollers ~300 ~70-90 No -
Granollers
Hospital
Universitario Valencia ~1000 ~150-200 Si Avanzada
La Fe
Hospital
Universitari Tarragona ~500 ~90-100 No/En -
Joan XXIII proceso
Hospital
Germans Trias Badalona ~600 ~100-150 Si Avanzada
i Pujol
Hossl’;arl del Barcelona ~400 ~70-80 Si Avanzada

AECP: Asociacion Espafola de Coloproctologia.*Fuente: segun datos aportados por los
investigadores colaboradores de cada centro y segun los datos del registro de Vigilancia de les
Infeccions Relacionades amb I’Atencié Sanitaria a Catalunya (VINCat) de 2024.

4.1.4. Variables y recogida de datos

De cada paciente incluido en el estudio se registraron las siguientes variables clinicas,

quirurgicas, anatomopatolégicas, analiticas y de seguimiento:
1. Caracteristicas demograficas y clinicas:

- Edad

- Sexo
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- Centro hospitalario de procedencia

2. Datos relacionados con la intervencién quirurgica:
- Fecha de la intervencion
- Tipo de abordaje quirurgico (abierto o minimamente invasivo)
- Procedimiento realizado (hemicolectomia derecha, hemicolectomia
izquierda o sigmoidectomia)
- Estancia hospitalaria (en dias)
- Clasificacion de complicaciones segun Clavien-Dindo[282]
- Morbilidad postoperatoria, especificando:
o lleo paralitico
o Dehiscencia de sutura
o Infeccion intraabdominal (absceso, peritonitis)
o Infeccion de herida quirurgica
o Otros (especificados por los investigadores colaboradores)
- Reintervencién por cualquier causa (dentro de los 30 dias
postoperatorios)

- Mortalidad (dentro de los 90 dias postoperatorios)

3. Estudio histopatologico de la pieza quirdrgica
- Tipo histolégico del tumor
- Grado de diferenciacion (alto o bajo)
- Presencia de perforacion tumoral
- Presencia de invasion vascular, linfatica y perineural
- Numero total de ganglios resecados
- Numero de ganglios con afectacion metastasica
- Estado de los margenes de reseccion (RO, R1 o R2)
- Clasificacion TNM y estadio tumoral (Segun AJCC/UICC)[42]

4. Datos analiticos
- Nivel sérico de VEGF (pg/mL) en el 4DPO

5. Seguimiento oncoldgico
- Administracion de tratamiento adyuvante (si/no)
- Recurrencia tumoral (si/no)

- Fecha de la recurrencia tumoral (si aplica)
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- Tipo de recurrencia (local, sistémica o local y sistémica)
- Mortalidad relacionada o no con el cancer (fecha)

- Fecha del ultimo seguimiento

4.1.5. Definiciones

La recidiva local se defini6 como la reaparicion del tumor en la zona de reseccién
quirurgica o en sus proximidades, incluyendo la anastomosis, el lecho tumoral o el
mesenterio adyacente, confirmada mediante evaluacion radiolégica y/o examen
histoldgico. Se consideré recurrencia sistémica a la aparicion de metéstasis a distancia
mas alla del campo quirurgico, afectando a otros 6rganos como el higado, los pulmones
o el peritoneo. Se considerd recurrencia local y sistémica cuando se presentd una

combinacion de ambas.

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) se definié como el intervalo desde la cirugia
hasta la recidiva del cancer o muerte, cualquiera que sucediera antes. La supervivencia
general (SG) se defini6 como el tiempo transcurrido desde la cirugia hasta el

fallecimiento por cualquier causa.

4.1.6. Obtencion de las muestras

Se obtuvo al menos una muestra de 10mL de sangre venosa periférica a cada paciente
en el 4DPO. Las muestras fueron recogidas en tubos sin anticoagulante con activador
de la coagulacion (tubos secos) y posteriormente, fueron centrifugadas de forma
inmediata a 3000 revoluciones por minuto durante 10 minutos a 4°C. El suero obtenido
fue fraccionado en alicuotas y conservado a -80°C. Este procesamiento fue
protocolizado y realizado en los centros de origen. Las muestras fueron trasladadas al
Hospital del Mar Research Institute en medios con nieve carbdnica y almacenados a -

80°C hasta el momento de su anélisis.

Por motivos de consistencia metodoldgica, se empled el mismo protocolo de obtencion,

procesamiento y almacenaje que en el estudio unicéntrico previo[231].
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4.1.7. Determinacion de VEGF en suero

La concentracion sérica del factor angiogénico VEGF se determin6é mediante un ensayo
inmunoenzimatico tipo ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),
utilizando el kit comercial Quantikine® ELISA Human VEGF Immunoassay (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA, Cat. No. DVEOO). Este kit permite la cuantificacion
especifica de la isoforma de VEGFAss5, considerada la variante bioldgicamente mas

activa y predominante en los tejidos[196].

Se empled un protocolo de ELISA cuantitativo tipo sandwich, siguiendo estrictamente
las instrucciones del fabricante[283]. Cada pocillo de la microplaca suministrada por el
kit estaba recubierto con un anticuerpo monoclonal especifico para VEGF humano.
Inicialmente, se anadieron 100 pL del diluyente del ensayo (Assay Diluent RD1W) a
cada pocillo, seguidos de 100 uL de muestra, estandar o control. La placa se incubé
durante 2 horas a temperatura ambiente, permitiendo que cualquier VEGF presente en
la muestra se uniera al anticuerpo de captura. Tras la incubacion, se realizaron un total
de tres lavados con el tampon de lavado (Wash Buffer), con el fin de eliminar material
no unido. A continuacion, se afiadieron 200 uL del conjugado de VEGF humano (VEGF
conjugate), un anticuerpo policlonal especifico conjugado con enzima, y se incubd
nuevamente durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de un segundo lavado,
se anadieron 200 uL de la solucion sustrato (Substrate Solution), incubando durante 25
minutos a temperatura ambiente para permitir la generacion de la sefial colorimétrica,
proporcional a la cantidad de VEGF presente en la muestra. La reacciéon se detuvo
mediante la adicion de 50ulL de la solucion de parada (Stop Solution). La intensidad del
color se midi6 de inmediato en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 450 nm.

En la Figura 13 podemos ver una representacion esquematica del ensayo.

Para la cuantificacion, se prepar6 una curva estandar mediante diluciones seriadas de
una proteina recombinante de VEGF de concentracion conocida. Las concentraciones
de VEGF en las muestras analizadas se determinaron por interpolacion en dicha curva,
expresandose los resultados en picogramos por mililitro (pg/mL). En los casos en que

fue necesario, se aplicod un factor de correccion correspondiente a la dilucion realizada.
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Figura 13. Representacion esquematica del ensayo ELISA tipo sandwich. Técnica utilizada
para la cuantificacion sérica de VEGF. Imagen creada con BioRender.com.

4.1.8. Tratamiento adyuvante y seguimiento oncoldgico

La indicacién de tratamiento adyuvante se basé en el estadio tumoral, conforme a los
protocolos institucionales y siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Europea de
Oncologia Médica (ESMO)[3]. Los pacientes con tumores en estadio Il recibieron
quimioterapia de forma sistematica, salvo contraindicacién médica o decision informada
del paciente. En el caso de los pacientes con tumores en estadio I, la administracion de
quimioterapia adyuvante se reservo para aquellos pacientes con factores de riesgo[3].

En todo momento se respetaron las preferencias del paciente y del oncélogo tratante.

El seguimiento oncolégico se realiz6 de acuerdo con las directrices de la ESMO[3] e
incluyé evaluaciones clinicas periédicas con determinacion de antigeno
carcinoembrionario (CEA) en suero cada tres meses, y tomografia computarizada (TC)
toracica y abdominal cada seis meses. En los casos con elevacion del CEA o sospecha
clinica de recurrencia, las pruebas de imagen se adelantaron o se ampliaron segun
criterio médico. Para este estudio, se establecié un seguimiento minimo de 24 meses,
dado que el riesgo de recurrencia es mayor durante los dos primeros afos tras la
cirugia[3,69].
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En la Figura 14 se puede ver un resumen grafico del disefio del estudio.

O e 2es

Estudio prospectivo de 2016-2020

sV vy 7 Hospitales espafioles N=255
cohortes multicéntrico

i o

4° dia postoperatorio Concentracién de VEGF Seguimiento durante
(ELISA) 2 afos

Figura 14. Resumen grafico del disefio y metodologia del estudio.

4.1.9. Analisis estadistico

4.1.9.1. Calculo del tamano muestral

El calculo del tamafio muestral se basé en los resultados de nuestro estudio previo, que

analizaba las diferencias en recurrencia segun los niveles séricos de VEGF, empleando

un punto de corte de 370 pg/mL[231]. Segun estos datos, se estim6é que

aproximadamente el 50% de los pacientes presentarian niveles de VEGF superiores a

este umbral, con una tasa de recurrencia a dos afos del 30% en ese grupo[69].

Con el objetivo de detectar una diferencia del 15% en la tasa de recurrencia entre ambos

grupos (es decir, una tasa del 15% en el grupo con VEGF <370 pg/mL), se determin6

que serian necesarios 280 pacientes (140 por grupo) asumiendo una potencia

estadistica del 80%, un error alfa de 0,05 y una tasa maxima de pérdidas durante el

seguimiento del 15%.
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4.1.9.2. Métodos estadisticos aplicados

Las variables categoricas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes, y
las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher, segun correspondiera. Las variables continuas se resumieron
como media + desviacion estandar (DE) o mediana y rango intercuartilico (RIQ), segun
la distribucion observada. La normalidad se evalué mediante el test de Shapiro-Wilk
complementado con inspeccién visual de histogramas. En funcién de la distribucion, se

utilizoé la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney.

Los analisis de supervivencia, incluyendo la SLE y la SG, se llevaron a cabo mediante
el método de Kaplan-Meier, y las diferencias entre grupos se evaluaron con la prueba
de log-rank. La mediana de seguimiento se calcul6 mediante el método de Kaplan-Meier
inverso. Todos los analisis se realizaron segun el principio de intencion de tratar,
incluyendo a todos los pacientes asignados al estudio, independientemente del tiempo
final de seguimiento. En los analisis de supervivencia, los pacientes que no alcanzaron
los 24 meses de seguimiento por pérdida o finalizacién anticipada fueron considerados

censurados en el ultimo punto de contacto disponible.

Con el objetivo de validar prospectivamente los hallazgos previamente publicados[231],
se realiz6 una comparacién sistematica entre las caracteristicas basales de los
pacientes de la cohorte actual y las del estudio original. Durante este proceso, se
revisaron exhaustivamente las variables de la cohorte previa, identificandose algunas
discrepancias menores en la codificacion de variables —como la clasificacion de ciertas
complicaciones postoperatorias— y la ausencia de valores de VEGF en ocho pacientes.
Estas diferencias se atribuyeron al uso de versiones anteriores de los criterios de
recogida y clasificacién. Para garantizar la validez y reproducibilidad del analisis
comparativo, se procedid6 a actualizar la base de datos histérica utilizando
exclusivamente los registros disponibles y verificables, aplicando ademas los criterios
actualmente vigentes empleados en la cohorte prospectiva. Todos los analisis se

realizaron con los datos corregidos.
Dado que se observaron diferencias clinicas y patolégicas relevantes entre ambas

poblaciones, se llevd a cabo un emparejamiento por puntuacion de propension

(propensity score matching, PSM) para minimizar el sesgo de confusion. El
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emparejamiento se realizé en una proporcion 1:1 utilizando el método del vecino mas
proximo (nearest neighbor) sin reemplazo, aplicando un calibre de 0,2 desviaciones
estandar del logit de la puntuacién de propensién. Las covariables incluidas en el
modelo fueron: edad, sexo, estadio tumoral, invasién linfatica, vascular y perineural,
tratamiento adyuvante, abordaje quirurgico y la clasificacion de complicaciones segun
Clavien-Dindo. El equilibrio de covariables antes y después del emparejamiento se
evalué mediante el calculo de diferencias estandarizadas, considerando adecuado un
desequilibrio inferior a 0,1 en valor absoluto. Este procedimiento permitié equilibrar las
principales covariables de confusién y generar dos cohortes clinicamente comparables,
lo que facilité una validacién robusta del valor pronéstico del VEGF sérico medido en el
4DPO.

Se realizaron analisis de regresion de Cox univariantes y multivariantes para identificar
los factores asociados a la SLE. Para el modelo multivariante se incluyeron las variables
con una p < 0,10 en el analisis univariante, asi como aquellas de relevancia clinica
predefinida. Los resultados se expresaron como cocientes de riesgos instantaneos con
sus correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95%. Se considero
estadisticamente significativa una p < 0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el programa informatico R (version 4.4.2).

4.2. Analisis exploratorio del perfil angiogénico mediante
cuantificacidon multiplexada de proteinas. Estudio preliminar

Dado que los resultados del estudio de validacion de VEGF no confirmaron su valor
predictivo en esta cohorte, se planted la necesidad de explorar otros mediadores
involucrados en la angiogénesis tumoral. Con este propdsito, se disefid un andlisis
preliminar y descriptivo que permitiera evaluar la expresion de un panel mas amplio de
proteinas angiogénicas en pacientes con y sin recurrencia tras cirugia curativa de

cancer de colon.

Este analisis complementario se llevd a cabo utilizando la misma cohorte de pacientes
incluida en la fase inicial del estudio. Para ello, se emplearon arrays comerciales de
membrana con deteccion por quimioluminiscencia, que permiten la cuantificacion
semicuantitativa y simultanea de diversas proteinas relacionadas con la regulacion de

la angiogénesis tumoral. Esta estrategia busco identificar perfiles expresivos
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diferenciales entre pacientes con y sin recurrencia, que pudieran contribuir a una mejor

comprension de los mecanismos implicados en la recaida postoperatoria.

4.2.1. Seleccion de las muestras

Se seleccionaron 60 pacientes de la cohorte de validacidon de VEGF, diferenciando entre
individuos con y sin recurrencia tumoral. Dado que 40 pacientes de la cohorte inicial
presentaron una recurrencia durante el seguimiento, se seleccionaron aleatoriamente
30 de ellos mediante muestreo aleatorio simple sin reemplazo, con el fin de garantizar

una seleccion no sesgada del grupo con recurrencia.

Posteriormente, se seleccioné una cohorte comparable de 30 pacientes sin recurrencia,
mediante un emparejamiento por puntuacion de propension (PSM) en proporcion 1:1'y
sin reemplazo, con el objetivo de equilibrar las principales variables de confusién entre
los grupos. Las variables en el emparejamiento fueron: sexo, edad, localizacion tumoral,
abordaje quirurgico, clasificacion de Clavien-Dindo y estadio tumoral. Se empleé el
método del vecino mas proximo con una amplitud de calibre de 0,2 desviaciones

estandar del logit de la puntuacién de propension.

4.2.2. Determinacion de proteinas angiogénicas mediante arrays

comerciales

Para el analisis del perfil angiogénico en los pacientes seleccionados, se utilizo el kit
comercial Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA; cédigo ARY007), que permite la deteccion cualitativa y semicuantitativa de
55 proteinas angiogénicas. En la Tabla 3 se detallan las proteinas evaluadas, junto con

su gen correspondiente y principal funcién bioldgica.
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Tabla 3. Clasificacion funcional de las proteinas analizadas mediante el array angiogénico.

Grupo funcional Proteina Gen (ID)
Activina A 3624
Angiogenina 283
Angiopoyetina-1 284
Angiopoyetina-2 285
DPPIV (CD26) 1803
Endoglina (CD105) 2022
Inductores de la respuesta angiogénica Endotelina-1 1906
Factor de coagulacién I 2152
IGFBP-1 3484
IGFBP-2 3485
IGFBP-3 3486
LAP (TGF-B1) 7040
VEGF-A 7422
VEGF-C 7424
ADAMTS-1 9510
Angiostatina 5340
Endostatina 80781
Factor plaquetario 4 (PF4) 5196
GM-CSF 1437
Inhibidores endégenos y Maspina (Serpin B5) 5268
mecanismos antiangiogénicos PEDF (Serpin F1) 5176
Pentraxina 3 5806
Prolactina 5617
Trombospondina-1 7057
Trombospondina-2 7058
Vasohibina-1 22846
Amfiregulina 374
Artemina 9048
EGF 1950
EG-VEGF 84432
FGF-1 2246
FGF-2 2263
FGF-4 2249
Factores de crec_imiento y FGF-7 2252
control de la angiogénesis
GDNF 2668
HB-EGF 1839
HGF 3082
NRG1-B1 3084
PD-ECGF 1890
PDGF-AA 5154
PDGF-AB/BB 5155
PIGF 5228
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Grupo funcional Proteina Gen (ID)
MMP-8 4317
MMP-9 4318
Enzimas remodeladora_s dt’a ma_triz PAI-1 (Serpin E1) 5054
extracelular en la angiogénesis TIMP-1 2076
TIMP-4 7079
uPA 5328
CCL2/MCP-1 6347
CCL3/MIP-1a 6348
Inflamacién y sefializacién angiogénica CXCL16 58191
IL-1B 3553
IL-8 3576
Leptina 3952

Basada en la clasificacion de Bensal et al.[238].

El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante[237]. Inicialmente, las
membranas fueron incubadas con 2 mL de tampdn de incubacion (Array Buffer 7)
durante una hora. Paralelamente, se prepararon las muestras anadiendo 0,5 mL de
tampon de dilucion (Array Buffer 4) a 1 mL de suero, seguido de la incorporacién de 15
uL del coctel de anticuerpos de deteccion (Detection Antibody Cocktail). Esta mezcla se

incubd a temperatura ambiente durante una hora.

Finalizado este paso, se elimino el tampdn de incubacion de las membranas y se afiadio
la mezcla de muestra con anticuerpos. Las membranas se incubaron durante toda la

noche a 2-8°C bajo agitacion continua.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados sucesivos de las membranas con tampon de
lavado (Wash Buffer) durante 10 minutos cada uno. Posteriormente, se afiadié 2 mL de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Streptavidina-HRP), previamente diluida
segun las recomendaciones del fabricante, y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente en agitacion. Tras un nuevo lavado, las membranas se secaron
cuidadosamente y se colocaron en fundas plasticas especiales para el revelado.
Finalmente, se afadiéo 1 mL de la mezcla de revelado quimico (Chemi Reagent Mix)
sobre cada membrana, se cubrieron con la funda protectora y se incubaron durante un
minuto a temperatura ambiente. La adquisicion de imagenes se realiz6 mediante el

sistema Fusion FX (Vilber Lourmat, modelo IM 4118), equipado con camara CCD de
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alta sensibilidad para deteccion por quimioluminiscencia. Las imagenes fueron
obtenidas con tiempos de exposicion estandarizados (entre 1 y 10 minutos), utilizando

el software Fusion-Capt.

El analisis semicuantitativo de las sefales se realiz6 mediante el software QuickSpot
version 25.6.4.2 (ldeal Eyes Systems Inc., Bountiful, UT, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante y utilizando los archivos de referencia proporcionados
por R&D Systems para el kit ARY007. Este software permite la cuantificacion por
densitometria de la intensidad de sefial emitida por cada punto correspondiente a una
proteina especifica, expresando los resultados en unidades de intensidad media de
pixel (mean pixel intensity). Cada membrana fue sometida a una sustraccion de fondo
(background subtraction) y normalizada respecto a la media de los puntos de control
positivos presentes en cada array (positive control spots), de acuerdo con los
estandares del analisis. La normalizacion de las sefales se efectué mediante los puntos
de control internos presentes en cada membrana, lo que permiti6 minimizar la

variabilidad técnica y comparar de forma fiable las intensidades relativas entre muestras.

En la Figura 15 se muestra un ejemplo representativo de una membrana ya revelada,
con la distribucion de las sefales especificas segun la coordenada predefinida de

deteccion.

Human Angiogenesis Array Coordinates

ANMAT OO AN MTNY NS
—_—— - -

20

-

A - Sees » @ -e
B -

C - e

D “-n e - i

E e . e

F -

Emision
de luz
Sustrato (TMB/ECL)
Anticuerpo de

Biotina Estreptavidina-HRP ~
deteccién biotinilado

Anticuerpo Proteina \ / \

de captura Odiana

\] r \] r \] r

Membrana de array

Figura 15. Representacion esquematica del funcionamiento del array y ejemplo de una
membrana ya revelada. La parte inferior ilustra el principio de deteccion, y en la parte superior,
la disposicion de las coordenadas de deteccién junto con una imagen representativa de una
membrana ya revelada, donde la intensidad de cada punto refleja la concentracion relativa de la
proteina correspondiente. Imagen creada con BioRender.com.
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4.2.3. Métodos estadisticos aplicados

Las variables categdricas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes, y
las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher, segun correspondiera. Las variables continuas se resumieron
como media + DE o mediana y RIQ, segun la distribuciéon observada. La normalidad se
evalué mediante el test de Shapiro-Wilk complementado con la inspeccién visual de
histogramas. En funcién de dicha distribucion, se utilizé la prueba t de Student o la

prueba U de Mann-Whitney.

El analisis estadistico se estructur6 en diferentes etapas. En primer lugar, se
compararon los niveles de las 55 proteinas angiogénicas entre pacientes con y sin
recurrencia utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Estas comparaciones se realizaron
sobre los datos sin transformar, es decir, empleando las intensidades de sefial crudas
obtenidas de los arrays, con el fin de preservar la informacién original y evaluar
diferencias absolutas de expresion entre grupos. Para evitar errores tipo | derivados del
analisis multiple de proteinas, se aplicd una correccion por comparaciones multiples
basada en la estimacion del g-valor mediante el método de Benjamini-Hochberg, con el
objetivo de controlar la tasa de falsos descubrimientos (False Discovery Rate, FDR).

Solo se consideraron significativas aquellas proteinas con q < 0,05.

Adicionalmente, se realizé un analisis de correlacion de Spearman entre las
concentraciones séricas de VEGF, determinadas mediante ELISA (pg/mL), y los niveles
relativos de VEGF obtenidos por array (medidos como intensidad media de pixel). Este
analisis tuvo como objetivo evaluar el grado de concordancia entre ambas técnicas de
medicion y explorar la posibilidad de extrapolar cuantitativamente los valores derivados

del array a concentraciones séricas absolutas.

Posteriormente, para el analisis multivariante, las intensidades de sefal se normalizaron
mediante el calculo del Z-score. Esta transformacién convirtié cada valor proteico en
una puntuacion estandar en relacion con la media y la desviacién estandar de la cohorte,
permitiendo una comparacion estandarizada entre variables con escalas diferentes, y
mejorando la estabilidad numérica e interpretacion de los modelos estadisticos. Se
construyé un mapa de calor (heatmap) utilizando el paquete ComplexHeatmap de R,
representando la expresion relativa de las proteinas mas relevantes en relacion con la

recurrencia tumoral.
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Para aquellas proteinas que mostraron una concentracion diferencial entre grupos, se
realizé6 un analisis adicional mediante ANOVA estratificado por administracién de
quimioterapia adyuvante, con el fin de confirmar que las diferencias observadas en su

expresion eran independientes de dicho tratamiento.

Posteriormente, se identificd el punto de corte 6ptimo para la proteina con mayor valor
prondstico mediante la herramienta exploratoria ClinicoPath, una aplicaciéon
desarrollada en R que permite determinar umbrales éptimos de variables continuas en
funcion de la supervivencia. Esta herramienta utiliza funciones de los paquetes survival,
survminery finalfit, y calcula el punto de corte que mejor discrimina entre pacientes con
y sin evento (recurrencia), optimizando la separacion de las curvas de Kaplan-Meier

mediante el estadistico log-rank

El modelo de regresion de Cox multivariante para la SLE fue ajustado por covariables
clinicas relevantes como edad, sexo, tratamiento adyuvante y ganglios positivos. Los
resultados se expresaron como HR con sus respectivos intervalos de confianza al 95
%.

Se consideré estadisticamente significativa una p < 0,05 en todos los analisis. El

procesamiento de datos y los analisis estadisticos se llevaron a cabo en R, version 4.4.2.

4.3. Gestion de muestras bioldgicas

Una vez procesadas las muestras bioldgicas, el excedente de suero fue almacenado en
el Parque de Investigacion Biomédica de Barcelona (PRBB), en condiciones controladas
de congelacion a -80°C. Transcurridos seis afos, las muestras seran donadas al
Biobanco del Hospital del Mar Research Institute para su conservacion en una seroteca
publica, siguiendo los procedimientos establecidos por dicho biobanco y de acuerdo con

la normativa vigente en investigacion biomédica.

4.4. Aspectos éticos

Los estudios descritos se han llevado a cabo conforme a las directrices nacionales e

internacionales en investigacion clinica, incluyendo el Cédigo Deontoldgico Médico, la
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Declaracion de Helsinki, y la legislacion vigente en materia de proteccion de datos
personales (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal, LOPD).

El protocolo del primer estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del centro
coordinador (Anexo 1) y por los comités éticos de todos los centros participantes. Todos
los pacientes recibieron informacion detallada, oral y escrita, sobre los objetivos y
procedimientos del estudio (Anexo 2: hoja de informacién al paciente), y firmaron el
consentimiento informado antes de su inclusion (Anexo 3). Asimismo, fueron
informados de su derecho de acceso, rectificacion y cancelacion de datos, asi como de
su derecho a retirarse del estudio en cualquier momento sin que ello afectase a su

atencion médica.

Para la realizacién del segundo analisis (centrado en la caracterizacion ampliada de
proteinas angiogénicas mediante arrays), se obtuvo una nueva aprobacién por parte del
Comité de Etica del centro coordinador (Anexo 4). Dado que las muestras estaban ya
anonimizadas y no era posible volver a contactar con los pacientes, se justifico que el
nuevo analisis se enmarcaba dentro del mismo objetivo principal del estudio original:
caracterizar la respuesta angiogénica y su asociacién con la recurrencia tumoral. Por
tanto, no se altero la finalidad inicial del proyecto ni se comprometieron los principios

éticos aplicables.

4.5. Aspectos de financiacion

La primera parte del presente estudio se ha realizado con la ayuda de una beca de la
Asociacion Espanola de Coloproctologia (AECP) concedida en 2016, con importe de
6000€. La segunda parte del estudio se ha desarrollado con el apoyo de dos becas
adicionales: una de la Asociacion Espafiola de Coloproctologia (AECP) (numero de
registro 14564) y otra de la Societat Catalana de Cirurgia (SCC) (numero de registro
15002), ambas concedidas en 2021, con importe de 6000€.

Ninguna de las entidades financiadoras intervino en el disefio, ejecucion, analisis de los

datos o interpretacion de los resultados del estudio.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados del estudio de validacion de VEGF

5.1.1. Reclutamiento e inclusion de pacientes

Un total de 292 pacientes fueron inicialmente valorados para su elegibilidad, de los
cuales 37 fueron excluidos del analisis final. La mayoria de las exclusiones se debieron
al incumplimiento de los criterios de inclusion, mientras que dos pacientes fueron
excluidos por errores técnicos en la determinacién del valor sérico de VEGF, sin
posibilidad de repetir la medicién por falta de muestra disponible. El diagrama de flujo

de pacientes incluidos y excluidos se muestra en la Figura 16.

Evaluados para elegibilidad (N = 292)
Excluidos (n = 37)
c e Error en el valor de VEGF (n = 2)
2 e No cumplian los criterios de inclusion (n = 35)
= o Tumor no confirmado (n = 18)
[&] . . s .
£ > o Neoplasia sincrénica de colon (n = 6)
o Tumor metastasico (n = 4)
o Tratamiento neoadyuvante (n = 3)
o Amputacion abdominoperineal (n = 3)
o Oftros tumores sincronicos (n = 1)
o)
e y
.20
£ Seguimiento (N = 255)
>
)
n
» A\ 4
%) :
© Analizados (N = 255)
C
<

Figura 16. Diagrama de flujo de los pacientes participantes en el estudio.
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Finalmente, se analizaron 255 pacientes. Cabe destacar que el calculo muestral inicial
estimaba un total de 280 pacientes, previendo una pérdida aproximada del 15%
(equivalente a 42 pacientes), por lo que la muestra final analizada cumple con los
requisitos establecidos en el calculo inicial. En la Tabla 4 se puede ver el niumero de

pacientes aportados por cada centro.

Tabla 4. Centros de origen de los pacientes incluidos en el estudio.

Centro n % total
Hospital del Mar 59 23.1%
Althaia Xarxa Assistencial Universitaria de Manresa 47 18.4%
Hospital General de Granollers 35 13.7%
Hospital Clinico San Carlos 34 13.3%
Hospital La Fe de Valencia 28 11.0%
Hospital Universitari Joan XXIII 34 13.3%
Hospital Germans Trias i Pujol 18 7.1%

5.1.2. Caracteristicas demograficas de los pacientes, del tumor y resultados

perioperatorios

La mediana de edad de la cohorte fue de 71 afos, con un ligero predominio de varones
(67,3%). El procedimiento quirurgico mas frecuente fue la hemicolectomia derecha
(48,6%), seguida de la sigmoidectomia (39,2%). El abordaje minimamente invasivo,
incluyendo el laparoscopico y robotico, fue el mas utilizado (76,5%), y la estancia
hospitalaria mediana fue de 5 dias. Las caracteristicas demograficas, clinicas y

perioperatorias de la cohorte se resumen en la Tabla 5.

El 31% de los pacientes presentaron alguna complicacién postoperatoria, siendo en su
mayoria leves, clasificadas como Clavien-Dindo | (8,6%) o Il (11,8%). De forma
especifica, se documentaron complicaciones médicas en 38 pacientes (14,9%) e ileo
paralitico en 12 casos (4,7%). Entre las complicaciones infecciosas, se identificaron 15
casos de dehiscencia anastomotica (5,9%), 7 abscesos intraabdominales (2,7%) y 7
infecciones de herida quirurgica (2,7%). Un total de 16 pacientes (6,3%) requirieron una
reintervencion, y se registr6 un fallecimiento relacionado con una dehiscencia

anastomotica.
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El analisis histopatolégico mostré que 78 pacientes (30,6%) presentaron tumores
estadio |, 100 pacientes (39,2%) estadio Il, y 77 (30,2%) estadio lll. Las caracteristicas
histologicas desfavorables, como la invasion linfatica, la invasion vascular y la invasion
perineural, se identificaron en el 19,6%, el 11,8% y el 17,3% de los casos,

respectivamente.

Respecto al tratamiento adyuvante, 29 pacientes con tumores en estadio Il (29,0%)
recibieron quimioterapia adyuvante, mientras que en los casos con tumores en estadio
[, la quimioterapia se administré en 61 pacientes (79,2%), en consonancia con las

recomendaciones terapéuticas vigentes.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas, clinicas y patolégicas de la cohorte estudiada.

N (%)
Pacientes 255
Edad (anos) 71 (63-79)
Sexo (H/M) 146 (57,3)/109 (42,7)
Abordaje quirdrgico
Abierto 60 (23,5)
Minimamente invasivo 195 (76,5)
Procedimiento quirurgico
Hemicolectomia derecha 124 (48,6)
Hemicolectomia izquierda 31(12,2)
Sigmoidectomia 100 (39,2)
Estancia hospitalaria (dias) 5 (4-7)*
Morbilidad global 79 (31,0)
Complicaciones médicas 38 (14,9)
Dehiscencia anastomotica 15 (5,9)
ileo paralitico 12 (4,7)
Absceso intraabdominal 7(2,7)
Infeccién de herida 7(2,7)
Clavien-Dindo (n = 79)
I 22 (8,6)
Il 30 (11,8)
lla 8 (3,1)
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b 12 (4,7)

IVa 5(2,0)

IVb 1(0,4)

Vv 1(0,4)
Estadio tumoral

I 78 (30,6)

Il 100 (39,2)

1] 77 (30,2)
Invasion linfatica 50 (19,6)
Invasion vascular 30 (11,8)
Invasion perineural 44 (17,3)
Quimioterapia por estadio

Il 29 (29,0)

1] 61 (79,2)

Datos categéricos expresados como valores absolutos y porcentaje. Variables numéricas
continuas expresadas como mediana y rango intercuartilico. Los porcentajes de la clasificacion
de Clavien-Dindo se calculan a partir de la poblacién total del estudio, incluidos los pacientes sin
complicaciones. Estadio tumoral (UICC/AJCC)[42]. *Variable sin datos disponibles para tres
pacientes de la cohorte.

5.1.3. Resultados oncoldgicos a largo plazo

Tras una mediana de seguimiento de 34 meses (IC 95% 33,0-35,0), se documenté una
recurrencia tumoral en 40 pacientes (15,7%). La mayoria de las recurrencias fueron de
caracter sistémico (n = 27; 67,5%), con metastasis que afectaban predominantemente
al higado, los pulmones o el peritoneo. La recurrencia local se documenté en 6 pacientes
(15,0%), mientras que 7 pacientes (17,5%) presentaron un patron mixto, con afectacion

tanto local como sistémica.

Las tasas de recurrencia especificas por estadio fueron del 2,6% (n = 2) en estadio |,
del 17,0% (n = 17) en los tumores estadio Il y del 27,3% (n = 21) en los tumores estadio
M.

Las tasas estimadas de SLE y SG a 2 afios para toda la cohorte fueron del 87,0% (IC

95%: 82,9-91,3) y 93,5% (IC 95%: 90,5-96,6) respectivamente. Aunque el estudio fue

disefiado con un seguimiento oncolégico minimo de 24 meses, algunos pacientes
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incluidos en fases iniciales del reclutamiento alcanzaron tiempos de seguimiento
superiores, lo que se refleja en las curvas de Kaplan-Meier y en el nUmero decreciente

de pacientes en riesgo al final del periodo de observacion (Figura 17).

A)

~ 1.001
X
©
@©
el
(]
£ 0.751
5
c
(0]
S
® 0.501
=
Rus
[&]
c
g 0.251
c
()]
Q.
@

0.001

0 12 24 36 48 60
Tiempo (meses)
Numero a riesgo
Todos 255 232 200 86 11 0
B)

L e S B S S SR SRR

Supervivencia global (%)
o
(o)
o

0 12 24 36 48 60
Tiempo (meses)

Numero a riesgo

Todos 255 232 200 86 1 0

Figura 17. Analisis de supervivencia para la cohorte completa (N = 255). A) Supervivencia
libre de enfermedad (SLE). B) Supervivencia global (SG). Las cruces (+) indican pacientes
censurados. Las bandas grises corresponden al intervalo de confianza del 95%.
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5.1.4. Respuesta angiogeénica postoperatoria segun los valores de VEGF

Los niveles de VEGF en suero al 4DPO no seguian una distribuciéon normal, con una
mediana global de 508 pg/mL (RIC: 266-852). Al analizar los valores de VEGF segun la
presencia de recurrencia tumoral, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes con y sin recurrencia (p = 0,637). Tampoco se identificaron

diferencias en relacion con el estadio tumoral (p = 0,787).

Por el contrario, se observé una diferencia significativa en relacion con el abordaje
quirurgico, siendo los valores de VEGF superiores en los pacientes intervenidos
mediante cirugia abierta en comparacién con aquellos intervenidos mediante un

abordaje minimamente invasivo (p = 0,013).

Respecto a las complicaciones postoperatorias, los pacientes que presentaron alguna
complicacién mostraron concentraciones significativamente mas elevadas de VEGF (p
< 0,001). Sin embargo, al evaluar la gravedad de las complicaciones mediante la
clasificacion de Clavien-Dindo, no se encontré una correlacion significativa entre esta 'y
los niveles de VEGF (p = 0,090; p = 0,432; prueba de correlacion de Spearman). Cabe
destacar que este analisis podria estar limitado por una baja potencia estadistica, ya
que en las categorias IVb y V uUnicamente se incluyé un paciente por grupo, lo que

reduce la capacidad de detectar asociaciones significativas de forma robusta.

En el andlisis especifico de la dehiscencia anastomotica, se observaron
concentraciones de VEGF notablemente mas elevadas en los pacientes que
presentaron esta complicacion, con una tendencia clara hacia la significacion estadistica
(p = 0,062). La baja frecuencia de este evento (n = 15) limita la potencia del analisis y
debe ser considerada al interpretar estos resultados. No obstante, dada la implicacién
conocida de VEGF en los procesos inflamatorios y de reparacion tisular, y la relevancia
clinica de la fuga como complicacion grave, este hallazgo podria reflejar una respuesta
angiogénica exacerbada en este contexto. Los resultados detallados se resumen en la
Tabla 6.
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Tabla 6. Concentraciones séricas de VEGF en el 4DPO segun variables clinicas y

quirargicas.
N VEGF (pg/mL) p-valor

Segun recurrencia 0,637
Si 40 420 (206-990)

No 215 517 (272-831)

Estadio tumoral 0,787
I 78 506 (258-742)

Il 100 528 (278-870)
1] 77 369 (268-990)

Abordaje 0,013
Abierto 60 682 (347-1107)
Minimamente invasivo 195 493 (224-799)

Complicaciones < 0,001
Si 79 677 (382-1019)

No 176 429 (214-708)

Clavien-Dindo 0,432
I 22 692 (463-994)

Il 30 539 (326-804)
llla 8 802 (467-1133)
b 12 852 (481-983)
IVa 5 396 (282-1767)
IVb 1 1877 (NA)
Vv 1 786 (NA)

Dehiscencia anastomoética 0,062
Si 15 843 (402-1225)

No 240 505 (244-826)

Los valores de VEGF se expresan como mediana (rango intercuartilico). Estadio tumoral
(UICC/AJCC)[42]. NA: no aplica. VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular.

5.1.5. Recurrencia y VEGF

El analisis realizado en nuestra cohorte no confirmé el valor predictivo del punto de corte

de 370 pg/mL previamente propuesto en el estudio unicéntrico de 2017[231].
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Contrariamente a lo observado en aquel trabajo, los niveles postoperatorios de VEGF

no fueron capaces de estratificar significativamente el riesgo de recurrencia en esta

cohorte (p = 0,15).

Tal como se muestra en la Figura 18A, los pacientes con concentraciones mas elevadas
de VEGF presentaron, de hecho, una tendencia hacia una mejor SLE. En el analisis de
SG, si se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p
= 0,026), aunque nuevamente con un patrén inverso al inicialmente descrito: los
pacientes con niveles mas bajos de VEGF mostraron una peor supervivencia (Figura
18B). Es importante sefialar que, pese a la significacion estadistica, el numero de
eventos fue bajo en ambos grupos (7 frente a 11), lo que limita la robustez del analisis

e impide extraer conclusiones definitivas sobre su valor predictivo.
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Figura 18. Analisis de supervivencia segun los niveles séricos de VEGF en el 4DPO. A)
Supervivencia libre de enfermedad. B) Supervivencia global. Las cruces (+) indican pacientes
censurados. Las bandas coloreadas representan el intervalo de confianza del 95%.

5.1.6. Analisis univariado y multivariado

El analisis univariante de regresiéon de Cox puso de manifiesto asociaciones
significativas entre la SLE y diversos factores, entre ellos la presencia de ganglios
linfaticos positivos (p < 0,001), la invasion perineural (p = 0,040), los tumores en estadio
Iy lll (p = 0,007 y p = 0,001, respectivamente), y la administracién de tratamiento
adyuvante (p <0,001) (Tabla 7). Los niveles de VEGF superiores a 370 pg/mL no fueron
estadisticamente significativos (p = 0,157).
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En el analisis multivariante, el tratamiento adyuvante (HR 2,95; IC 95%: 1,30-6,68; p <
0,001) y la presencia de ganglios positivos (HR 1,19; IC 95%: 1,08-1,31; p < 0,001) se
identificaron como los unicos factores independientes asociados significativamente con
una peor SLE (Tabla 7).

Tabla 7. Analisis univariado y multivariado de los factores clinico-patolégicos asociados

a la supervivencia libre de enfermedad.

Univariado Multivariado
p-valor p-valor
HR (IC 95%) HR (IC 95%)
Edad 1,02 (0,99-1,05) 0,144 1,03 (1,08-1,31) 0,060
Sexo (mujer) 1,40 (0,75-2,60) 0,292 1,31(0,70-2,46) 0,400
Abordaje (abierto) 1,13 (0,55-2,31) 0,747 -

Clavien-Dindo
-1l 0,82 (0,36-1,88) 0,646 -
>l 0,98 (0,34-2,78) 0,962 -
Estadio tumoral
Il 7,51 (1,72-32,71) 0,007 4,37 (0,95-20,20) 0,059
1] 12,90 (3,02-55,10) 0,001 2,57 (0,48-13,63) 0,267

Ganglios positivos 1,22 (1,13-1,30) <0,001 1,19 (1,08-1,31) <0,001
Invasion linfatica 1,71 (0,85-3,44) 0,130 -
Invasion vascular 1,40 (0,59-3,35) 0,445 -
Invasion perineural 2,08 (1,04-4,19) 0,040 1,10 (0,54-2,26) 0,787
VEGF>370pg/mL 0,63 (0,34-1,19) 0,157 -

Quimioterapia adyuvante 4,73 (2,40-9,33) <0,001 2,95 (1,30-6,68) <0,001

HR: hazard ratio. VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. Estadio tumoral
(UICC/AJCC)[42].

5.1.7. Comparacion con la cohorte previa

Con el objetivo de interpretar los resultados obtenidos en el contexto de la evidencia
previa, se procedié a comparar la cohorte actual con la poblacién del estudio unicéntrico
realizado en 2017[231]. Las principales diferencias entre ambas cohortes se resumen
en la Tabla 8.
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En primer lugar, se observé una mayor proporcién de procedimientos mediante cirugia
minimamente invasiva en la cohorte actual (76,5% frente a 48,9%, p < 0,001), lo que se
tradujo en una estancia hospitalaria mas corta (mediana de 5 frente a 7 dias, p < 0,001)
y en una menor tasa de complicaciones postoperatorias, incluyendo las infecciones de
herida (2,7% frente a 8,5%, p = 0,032) y el ileo paralitico (4,7% frente a 13,8%, p <
0,001).

En relacion con las caracteristicas oncologicas, se observaron diferencias significativas
en la distribucion por estadios tumorales, con una mayor prevalencia de tumores en
estadio Il en la cohorte actual (39,2% frente a 25,5%) y una menor proporcion de
estadios Il (30,2% frente a 40,5%).

Respecto al tratamiento adyuvante, su uso fue mas frecuente en ambos estadios en la
cohorte actual, alcanzando la significacion estadistica en el estadio Il (29,0% frente a
8,3%; p =0,036). La tasa de recurrencia en pacientes con estadio Il fue similar en ambas
cohortes; sin embargo, en estadio Ill se observd una reduccion significativa de la
recurrencia en la cohorte actual en comparacion con la original (27,3% frente a 44,7%,
p = 0,036).

Por ultimo, los niveles séricos de VEGF en el 4DPO fueron mas elevados en la cohorte
actual en comparacioén con el estudio previo, sin diferencias significativas (mediana de
508 pg/mL frente a 371 pg/mL; p = 0,063). Asimismo, la distribucién de pacientes por
encima y por debajo del punto de corte de 370 pg/mL mostré diferencias que no

alcanzaron la significacion estadistica (p = 0,057).

Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas demograficas y clinicas entre la cohorte
histoérica y la cohorte actual.

2024 (N=255) 2017 (N = 94)

N(%) N(%) p-valor
Pacientes 255 94
Edad (afos) 71 (63-79) 71 (63-78) 0,787
Sexo (H/M) 146/109 48/46 0,183
Abordaje quirdrgico <0,001
Abierto 60 (23,5) 48 (51,1)
Minimamente invasivo 195 (76,5) 46 (48,9)
Procedimiento quirurgico 0,340
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Hemicolectomia derecha 124 (48,6) 40 (42,5)
Hemicolectomia izquierda 31(12,2) 9(9,6)
Sigmoidectomia 100 (39,2) 45 (47,9)
Estancia hospitalaria (dias)* 5 (4-7) 7 (6-11,5) <0,001
Morbilidad global 79 (31,0) 36 (38,3) 0,202
Complicaciones médicas 38 (14,9) 21 (21,3) 0,109
Dehiscencia anastomotica 15 (5,9) 4 (4,3) 0,791
Absceso intraabdominal 7(2,7) 3(3,2) 0,733
Infeccion de herida 7(2,7) 8 (8,5) 0,032
ileo paralitico 12 (4,7) 13 (13,8) <0,001
Clavien-Dindo 0,290
I 16 (6,3) 15 (16,0)
Il 29 (11,4) 9 (9,6)
[E} 8(3,1) 4 (4,3)
b 12 (4,7) 6 (6,4)
Iva 5(2,0) 0 (0)
IVb 1(0,4) 0(0)
Vv 1(0,4) 2(2,1)
Estadio tumoral 0,045
I 78 (30,6) 32 (34,0)
Il 100 (39,2) 24 (25,5)
1] 77 (30,2) 38 (40,5)
Quimioterapia adyuvante por
estadio
Il 29 (29,0) 2(8,3) 0,036
1] 61 (79,2) 25 (65,8) 0,119
Recurrencia por estadio
Il 17 (17,0) 4 (16,7) 0,960
1] 21 (27,3) 17 (44,7) 0,036
4DPO VEGF (pg/mL) 507,5 371,5 0,063
(265,6-857,3) (213,7-685,6)t
Valor de corte 370 pg/mL 0,057
<370 96 (37,6) 43 (50,0)t
>370 159 (62,4) 43 (50,0)t

Datos categéricos expresados como valores absolutos y porcentaje. Variables numéricas
continuas expresadas como mediana y rango intercuartilico. Los porcentajes de la clasificacion
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de Clavien-Dindo se calculan a partir de la poblacién total de la cohorte, incluidos los pacientes
sin complicaciones. Estadio tumoral (UICC/AJCC)[42]. *Variable sin datos disponibles para tres
pacientes de cada cohorte. tDatos ausentes en 8 pacientes. 4DPO: cuarto dia postoperatorio.
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

5.1.8. Emparejamiento por puntuacion de propension (propensity score

matching)

Dadas las diferencias observadas entre ambas cohortes, se realiz6 un emparejamiento
por puntuacién de propension (PSM), con el objetivo de minimizar el sesgo por confusion
derivado de las diferencias basales. Las covariables incluidas en el modelo de
emparejamiento fueron: edad, sexo, estadio tumoral, ganglios positivos, invasion
linfatica, invasion vascular, invasion perineural, tratamiento adyuvante, abordaje

quirargico y grado de complicacion de Clavien-Dindo.

El procedimiento de emparejamiento generd un total de 69 pares comparables entre
ambas cohortes. El analisis posterior al emparejamiento confirmé un adecuado equilibrio

entre las covariables seleccionadas (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacion de variables clinicas tras el emparejamiento por puntuacion de

propension.
2024 (N = 69) 2017 (N = 69) p-valor
N (%) N (%)
Edad (afos) 71,0 (63,7-79,3) 72,0 (62,0-78,3) 0,917
Sexo 0,50
Hombre 37 (53,6) 33 (47,8)
Mujer 32 (46,4) 36 (52,2)
Abordaje 0,86
Abierto 39 (56,5) 38 (55,1)
Laparoscopico 30 (43,5) 31 (44,9)
Clavien-Dindo 0,23
0 46 (66,7) 47 (68,1)
[-11 11 (15,9) 16 (23,2)
>l 12 (17,4) 6 (8,7)
Estadio tumoral 0,979
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I
Il
1]
Ganglios positivos
Invasion linfatica
No
Si
Invasion vascular
No
Si
Invasioén perineural
No
Si
VEGF 4DPO
Valor de corte 370pg/mL
<370
>370
Quimioterapia adyuvante
No
Si

26 (37,7)

21 (30,4)

22 (31,9)
1,00 (1,00-1,3)

68 (98,6)
1(1,45)

65 (94,2)
4 (5,80)

59 (85,5)
10 (14,5)
346,3 (182,7-692,3)

54 (78,3)
15 (21,7)

27 (39,1)

21 (30,4)

21 (30,4)
1,00 (1,00-2,00)

68 (98,6)
1(1,45)

61 (88,4)
8 (11,6)

64 (92,8)
5(7,2)
343,1 (197,0-622,7)

54 (78,3)
15 (21,7)

0,37

0,23

0,17

0,81

Datos categéricos expresados como valores absolutos y porcentaje. Variables numéricas
continuas expresadas como mediana y rango intercuartilico. Estadio tumoral (UICC/AJCC)[42].
4DPO: cuarto dia postoperatorio. VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

Tras el PSM y con una poblacion clinicamente comparable a la del estudio previo, los
niveles de VEGF se igualaron. Asimismo, la asociacion entre el punto de corte de VEGF
de 370 pg/mL y la SLE no fue estadisticamente significativa (HR 0,78; IC del 95%: 0,13-

4,64; p =0,781).
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5.2. Resultados del analisis exploratorio del perfil angiogénico mediante

cuantificacién multiplexada de proteinas

5.2.1. Seleccioén de la muestra

Inicialmente se planificd la inclusion de 60 pacientes, distribuidos en dos grupos
equilibrados segun la presencia o ausencia de recurrencia tumoral (30 pacientes por
grupo). Esta seleccién se baso en la informacion clinica disponible tras un seguimiento
minimo de 24 meses. Sin embargo, durante la actualizacion del seguimiento clinico —
que no fue homogéneo en toda la cohorte— se documenté una recidiva tardia en dos
pacientes inicialmente clasificados como libres de enfermedad. Como resultado, la
cohorte final quedd constituida por 32 pacientes con recurrencia y 28 sin recurrencia.
Este ajuste refleja la naturaleza longitudinal del seguimiento clinico oncolégico, y no
compromete el disefio ni la validez del andlisis. En la Figura 19 se muestra el diagrama

de flujo del proceso de seleccion.
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Figura 19. Diagrama de flujo de la seleccion de pacientes. La muestra final incluye 2
pacientes con recurrencia tardia.
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Para asegurar la validez del disefo retrospectivo tras la reclasificacion de dos pacientes,

se realizdé una evaluacién de comparabilidad entre grupos. Tal como se muestra en la

Tabla 10, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en las

caracteristicas clinicas y quirdrgicas basales, salvo por la mayor frecuencia de

quimioterapia adyuvante en el grupo con recurrencia. Esta variable no fue controlada en

el disefio inicial del estudio y se considera una posible fuente de sesgo.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos incluidos en el analisis

exploratorio de biomarcadores angiogénicos.

No recurrencia.
(n=28) N (%)

Recurrencia

(n=32)N (%) Pvalor

Edad (afios)
Sexo
Hombre
Mujer
Abordaje
Abierto
Minimamente invasivo
Procedimiento
Hemicolectomia derecha

Hemicolectomia
izquierda

Sigmoidectomia
Estancia hospitalaria (dias)
Morbilidad global
Clavien-Dindo

[-I1

>l
Reintervencion
Estadio tumoral

I

Il

0

74,5 (64,8-84,2)

11 (39,3)
17 (60,7)

4 (14,3)
24 (85,7)

18 (64,3)
3(10,7)

7 (25,0)

5,0 (4,4-7,0)

8 (28,6)

5 (17,9)
3 (10,7)
1(3,6)

4 (14,3)
8 (28,6)
16 (57,1)

74,5 (65,7-82,6) 0,836

0,55
15 (46,9)
17 (53,1)
0,45
7 (21,9)
25 (78,1)
0,81
21 (65,6)
2(6,3)
9 (28,1)
5,0 (5,0-6,8) 0,62
12 (37,5) 0,46
0,64
9 (28,1)
3(9,4)
2(6,3) 0,63
0,57
2(6,3)
11 (34,4)
19 (59,4)
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Ganglios positivos 0,5 (0,0-2,6) 1,0 (0,0-5,6) 0,33
Invasion vascular 2(7,1) 6 (18,7) 0,19
Invasion linfatica 8 (28,6) 10 (31,3) 0,82
Invasion perineural 4 (14,3) 8 (25,0) 0,30
VEGF 4DPO 558,2 (236,7-828,7) 360,5 (200,0-990,8) 0,79
Quimioterapia adyuvante 0,02

No 17 (60,7) 10 (31,3)

Si 11 (39,3) 22 (68,7)

Datos categéricos expresados como valores absolutos y porcentaje. Variables numéricas
continuas expresadas como mediana y rango intercuartilico. Los porcentajes de la clasificacion
de Clavien-Dindo se calculan a partir de la poblacion total de cada grupo, incluidos los pacientes
sin complicaciones. Estadio tumoral (UICC/AJCC)[42]. 4DPO: cuarto dia postoperatorio. VEGF:
factor de crecimiento endotelial vascular.

5.2.2. Correlacion entre los niveles séricos de VEGF y la intensidad de sefal en

el array multiplexado

Con el objetivo de valorar si la intensidad de senal obtenida para VEGF mediante el
array de proteinas podria utilizarse como estimacion indirecta de su concentracion
sérica absoluta, se realizé un analisis de correlacion entre ambas mediciones. Para ello,
se compararon los niveles de VEGF cuantificados por ELISA en suero con la intensidad
de sefial correspondiente al mismo factor en el array, analizando un total de 60

muestras.

El analisis de correlacion de Spearman mostré una correlacion positiva moderada (p =
0,403; p < 0,001), lo que sugiere una asociacion entre ambas variables (Figura 20). Sin
embargo, la dispersion de los datos fue considerable, y la correlaciéon observada no fue
lo suficientemente robusta como para permitir la extrapolacién fiable de las
concentraciones séricas del resto de las 54 proteinas incluidas en el panel a partir de
sus sefiales en el array. Por tanto, se descarto la posibilidad de utilizar un ratio de
compresion entre VEGF-ELISA y VEGF-array como método de normalizacion o

inferencia cuantitativa para el resto de los mediadores angiogénicos.

Esta decision se fundamenta en la necesidad de una relacion lineal fuerte y consistente

para poder aplicar un modelo de estimacion con suficiente confianza analitica. En
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ausencia de una correlacién mas estrecha, se consideré6 mas prudente mantener la
naturaleza semicuantitativa del analisis basado en el array, centrando la interpretacién

en diferencias relativas de expresion entre grupos clinicos.

p=0.4"p40.0015
[ ]

15000

10000

50001

VEGF array (intensidad media de pixel)

0 500 1000 1500
VEGF sérico (pg/mL)

Figura 20. Correlacion entre la concentracion sérica de VEGF y la seial relativa obtenida
mediante el array multiplexado. Representacion grafica de la correlacion entre los niveles de
VEGF en suero medidos por ELISA (pg/mL) y la intensidad de sefial correspondiente en el array
proteico (intensidad media de pixel).

5.2.3. Analisis del panel de proteinas

Se analizaron las concentraciones séricas de las 55 proteinas angiogénicas incluidas
en el panel, comparandolas entre pacientes con y sin recurrencia tumoral. Los
resultados se presentan en la Tabla 11. En una primera aproximacion, diez proteinas
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, con un p-
valor < 0,05. No obstante, dado el elevado numero de comparaciones realizadas, se
aplicé una correccién por comparaciones multiples mediante el calculo del g-valor, con
el objetivo de controlar la FDR. Solo se consideraron significativas aquellas
asociaciones con un q < 0,05. Tras esta correccién, unicamente Serpin B5 mantuvo una
asociacion significativa con la recurrencia (p < 0,001; g = 0,033). Aunque ADAMTS1 y
GM-CSF presentaron p-valores bajos, no alcanzaron la significacion tras el ajuste

(ambas con q = 0,082).
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Tabla 11. Comparacion de niveles séricos de 55 proteinas angiogénicas segun la
presencia o ausencia de recurrencia tumoral.

No recurrencia

Recurrencia

Proteina p-valor q-valor
(n=28) (n=32)
205,0 183,0
Activin A 0,357 0,565
(95,0 - 723,0) (0,0 -704,5)
ADAMTS-1 312,0 (212,8 — 552,0) 106,5 (0,0 — 392,2) 0,006 0,082
21935,5 (15620,8 — 21568,0 (18071,8 —
Angiogenin 0,988 0,852
30521,0) 28169,8)
14792,0 (10415,8 — 15722,5 (11672,0 —
Angiopoietin-1 0,286 0,560
17437,0) 22765,0)
7773,5 (5552,0 —
Angiopoietin-2 5959,0 (2140,0 — 7942,0) 0,060 0,277
11073,5)
Angiostatin/ 490,0 (252,0 —
580,0 (240,8 — 2378,0) 0,454 0,720
Plasminogen 1236,0)
Amphiregulin 131,0 (5,5 - 1855,2) 176,0 (11,2 -613,0) 0,911 0,939
Artemin 212,0 (66,2 — 1494,5) 251,0 (67,8 — 566,0) 0,755 0,852
Tissue Factor/Factor 788,5 (470,8 —
1039,0 (613,8 — 3086,0) 0,131 0,413
i 1375,8)
4720,5 (2423,0 —
CXCL16 4773,0 (3268,5 — 7228,0) 0,982 0,939
8698,8)
3972,0 (2306,0 —
DPPIV/CD26 4897,0 (2454,0 — 7861,2) 0,604 0,847
7497,0)
5857,5 (907,0 —
EGF 12258,5 (5737,0 — 18364,0) 0,007 0,113
12402,8)
1345,5 (585,5 —
EG-VEGF 1591,5 (1133,8 — 3248,2) 0,123 0,413
2165,8)
9579,5 (3511,5 -
Endoglin/CD105 13311,0 (8861,8 — 19332,2) 0,050 0,264
14151,8)
Endostatin/Collagen 4296,0 (313,0 —
6639,5 (4359,0 — 10905,2) 0,022 0,156
XVIII 7491,8)
1511,5 (601,8 —
Endothelin-1 973,0 (394,5 — 2070,8) 0,358 0,565
2270,8)
FGF acidic 100,5 (22,5 — 1064,5) 185,5 (14,5 - 534,5) 0,688 0,850
FGF basic 139,0 (21,5 - 257,2) 84,0 (0,0 — 278,2) 0,301 0,550
654,5 (258,0 —
FGF-4 1045,5 (521,2 — 1887,2) 0,023 0,117
1163,5)
FGF-7/KGF 556,0 (398,2 — 1122,5) 446,5 (214,2 — 818,2) 0,116 0,336
GDNF 238,0 (152,5 - 1667,0) 135,5 (0,0 — 406,8) 0,022 0,149
GM-CSF 692,0 (560,2 — 1375,0) 464,0 (0,0 — 812,5) 0,007 0,082
2397,0 (1609,8 —
HB-EGF 2514,0 (1180,0 — 4520,8) 0,767 0,853

4466,8)
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HGF 1420,0 (779,5 — 2264,2) 509,5 (0,0 — 2115,2) 0,019 0,117
17197,5 (10429,5 — 17610,5 (13694,0 —
IGFBP-1 0,657 0,838
21806,8) 22586,0)
6101,0 (3981,5 -
IGFBP-2 6856,0 (4409,5 — 12454,2) 0,328 0,565
9474,8)
19850,5 (16475,0 — 15973,5 (11882,8 —
IGFBP-3 0,071 0,398
29330,5) 21418,8)
991,5 (525,2 -
IL-1B 1268,0 (824,5 - 2114,2) 0,120 0,413
1581,2)
CXCLS/IL-8 183,0 (39,0 — 457,5) 102,5 (0,0 — 462,0) 0,228 0,455
481,5 (123,0 —
LAP TGF-B1 710,0 (261,8 — 1487,2) 0,328 0,550
1295,8)
19880,5 (11760,5 — 13553,0 (6142,2 —
Leptin 0,044 0,193
32620,5) 25234,5)
874,0 (376,8 —
CCL2/MCP-1 795,5 (524,8 — 2289,8) 0,415 0,565
1530,2)
CCL3/MIP-1a 324,0 (198,2 — 540,0) 192,5 (0,0 — 520,5) 0,149 0,413
11911,5 (6350,2 —
MMP-8 11778,5 (6431,8 — 16796,2) 0,965 0,939
15640,5)
16040,0 (10016,0 —
MMP-9 12534,5 (8721,8 — 18366,5) 0,307 0,560
25309,2)
NRG1-f1 523,5 (340,0 — 1055,2) 431,5 (129,5 — 968,2) 0,219 0,477
15313,0 (13527,2 — 16490,5 (11734,2 —
Pentraxin 3 0,700 0,852
27350,8) 23280,2)
1099,0 (481,0 —
PD-ECGF 1355,5 (934,8 — 2350,0) 0,136 0,433
1953,2)
23214,0 (15289,2 — 20666,5 (14708,2 —
PDGF-AA 0,424 0,720
27778,5) 25638,2)
13606,5 (10685,5 — 12734,0 (9531,0 —
PDGF-AB-PDFG-BB 0,733 0,853
16746,5) 17868,8)
Persephin 209,5 (82,2 - 1109,8) 324,0 (63,8 — 768,0) 0,722 0,852
1973,0 (689,8 —
CXCL4/PF4 2602,5 (1074,8 — 4331,2) 0,573 0,792
4899,8)
2211,0 (941,0 —
PIGF 1804,5 (919,0 — 3088,8) 0,813 0,939
3775,5)
6888,0 (5130,0 —
Prolactin 8319,5 (3969,8 — 10743,5) 0,505 0,792
9847,8)
Serpina B5/Maspin 664,0 (465,8 — 952,5) 285,5 (0,0 — 630,0) 0,001 0,033
12430,5 (7849,5 —
Serpina E1/PAI-1 11508,0 (7081,0 — 15819,0) 0,625 0,830
19822,0)
1539,5 (460,0 —
Serpina F1/PEDF 1747,5 (664,5 — 3216,8) 4236.8) 0,836 0,852
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7114,5 (2082,2 -

TIMP-1 4590,5 (2455,2 — 9229,2) 0,328 0,582
17496,8)
15381,5 (10968,2 —
TIMP-4 12790,0 (9107,5 — 18756,2) 0,208 0,526
19897,5)
2306,0 (1036,2 —
Thrombospondin-1 3664,0 (2003,2 — 7184,0) 0,213 0,550
5943,0)
948,0 (300,5 —
Thrombospondin-2 1368,5 (907,0 — 1780,8) 0,142 0,433
1777,2)
2824,0 (1676,5 —
uPA 3258,5 (1503,5 — 5133,0) 0,689 0,852
3866,0)
Vasohibin 147,0 (42,0 — 299,5) 93,0 (0,0 — 354,0) 0,285 0,560
9570,5 (6058,0 —
VEGF 7479,5 (4024,0 — 12145,5) 0,407 0,714
12589,0)
VEGF-C 246,5 (117,5-630,2) 241,5 (120,8 — 453,0) 0,773 0,852

Unidades de medida: intensidad media de pixel (mean pixel intensity).

Los valores se expresan como mediana (rango intercuartilico).

ADAMTS-1: metaloproteinasa con trombospondina tipo 1; Tissue Factor/Factor IlI: factor tisular,
factor 1ll; CXCL16: quimiocina C-X-C ligando 16; DPPIV/CD26: dipeptidil peptidasa 1V/CD26;
EGF: factor de crecimiento epidérmico; EG-VEGF: factor de crecimiento derivado de glandulas
endocrinas/prokineticina-1; FGF acidic: factor de crecimiento de fibroblastos acido; FGF basic:
factor de crecimiento de fibroblastos basico; FGF-4: factor de crecimiento de fibroblastos 4; FGF-
7/KGF: factor de crecimiento de fibroblastos 7/factor de crecimiento de queratinocitos; GDNF:
factor neurotréfico derivado de la glia; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos; HB-EGF: factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina; HGF: factor de
crecimiento de hepatocitos; IGFBP-1: proteina 1 de unién al factor de crecimiento similar a la
insulina; IGFBP-2: proteina 2 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina; IGFBP-3:
proteina 3 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina; IL-1pB: interleucina-1 beta;
CXCLS8/IL-8: quimiocina C-X-C ligando/Interleucina-8; LAP (TGF-B1): proteina asociada a
latencia del factor de crecimiento transformante beta 1; CCL2/MCP-1: quimiocina C-C ligando
2/Proteina quimioatrayente de monocitos 1; CCL3/MIP-1a: quimiocina C-C ligando 3/Proteina
inflamatoria macrofaga 1 alfa; MMP-8: metaloproteinasa de matriz-8; MMP-9: metaloproteinasa
de matriz-9; NRG1-B1: neuregulina 1 beta 1; PD-ECGF: factor de crecimiento de células
endoteliales derivado de plaquetas; PDGF-AA: factor de crecimiento derivado de plaquetas AA,;
PDGF-AB/PDGF-BB: factor de crecimiento derivado de plaquetas AB/BB; CXCL4/PF4:
quimiocina C-X-C ligando 4/factor 4 derivado de plaquetas; PIGF: factor placentario de
crecimiento; Serpin E1/PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1; Serpin F1/PEDF:
factor derivado de la pigmentacion epitelial; TIMP-1: inhibidor tisular de metaloproteinasas 1;
TIMP-4: inhibidor tisular de metaloproteinasas 4; uPA: uroquinasa plasminégeno activadora;
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; VEGF-C: factor de crecimiento endotelial
vascular C.

5.2.4. Analisis de las proteinas significativas en funcion de la recurrencia

En la Figura 21 se representa un mapa de calor (heatmap) que muestra la expresion
relativa de las tres proteinas que presentaron una mayor asociacion con la recurrencia

tumoral: Serpin B5, ADAMTS1 y GM-CSF. En el mapa se observa que los pacientes
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con recurrencia presentan, de forma predominante, niveles mas bajos de estas

proteinas en comparacion con aquellos sin recurrencia.

ENEEENEEEEEEEEEENSENN NS EEENNNNENEENNNEENNEENENENNENEEENEEEN Recurrencial T Recurrencia
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ADAMTS1

GM-CSF

Figura 21. Heatmap de intensidad relativa de Serpin B5, ADAMTS1 y GM-CSF en funcion
de la presencia o ausencia de recurrencia tumoral. Cada columna representa una muestra
individual, clasificada segun la presencia o ausencia de recurrencia (barra superior), mientras
que cada fila representa una de las proteinas analizadas. La escala cromatica indica la intensidad
de expresién: azul para valores bajos, blanco para valores medios y rojo para valores elevados.

5.2.5. Analisis de las proteinas significativas en funcion del estadio tumoral

En el analisis exploratorio del perfil angiogénico segun el estadio tumoral, observamos
que los niveles de Serpin B5, ADAMTS1 y GM-CSF variaron en funcion de la extension
de la enfermedad. Aunque las proteinas analizadas no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos estadios, destaca la tendencia
descendente en los niveles de Serpin B5 conforme aumenta el estadio tumoral. Esta
disminucién progresiva de Serpin B5, aunque no alcanzé la significacion estadistica
convencional (p = 0,09), sugiere una posible pérdida de esta proteina en etapas mas
avanzadas del CC, lo que podria estar relacionado con mecanismos de progresion

tumoral o escape angiogénico (Tabla 12).
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Tabla 12. Distribucion de los niveles de ADAMTS1, GM-CSF y Serpin B5 segun estadio
tumoral.

Estadio | Estadio Il Estadio Il

(n = 6) (n=19) (n = 35) p-valor

ADAMTS1 393,5 (48,6-676,9) 223,0 (0,0-368,3) 222,0 (38,0-567,2) 0,69
GM-CSF 745,56 (22,5-1496,0)  549,0 (0,0-775,8) 649,0 (348,8-1243,7) 0,44

Serpin B5 943,0 (644,8-2646,4) 554,0 (0,0-955,5)  462,0 (218,7-653,2) 0,09

Unidades de medida: intensidad media de pixel (mean pixel intensity). Los valores se expresan
como mediana (rango intercuartilico). ADAMTS1: metaloproteinasa con trombospondina tipo 1;
GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos; Serpin B5: Serpin
B5/Maspina.

5.2.6. Analisis de las proteinas en funcion de la quimioterapia

Adicionalmente, y para evaluar la posible influencia de la quimioterapia adyuvante en
los resultados, se realizd un analisis estratificado que incluy6 la comparacion de los
niveles séricos de ADAMTS1, GM-CSF y Serpin B5 segun la presencia o ausencia de
recurrencia, ajustando por la administracion de tratamiento adyuvante. Aunque se habia
producido un desequilibrio en la proporcion de pacientes que recibieron quimioterapia
adyuvante tras el emparejamiento, este analisis permiti6 observar que,
independientemente de la administracion de tratamiento, los pacientes que
desarrollaron recurrencia presentaban concentraciones mas bajas de estas proteinas
en el 4DPO. Estos hallazgos, que se detallan en la Tabla 13 y la Figura 22, refuerzan
la hipdtesis de que una menor respuesta angiogénica inhibitoria inmediata, medida
mediante niveles bajos de Serpin B5, ADAMTS1 y GM-CSF, podria asociarse a un

mayor riesgo de recaida, mas alla de la influencia del tratamiento oncoldgico recibido.

Tabla 13. Valores p del analisis de los niveles de intensidad relativa de ADAMTS1, GM-CSF
y Serpin B5 segun recurrencia tumoral y tratamiento adyuvante con quimioterapia.

Serpin B5 ADAMST1 GM-CSF

Quimioterapia adyuvante 0,631 0,399 0,421
Recurrencia 0,020 0,021 0,005
Quimioterapia ¢ Recurrencia 0,422 0,839 0,479
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Figura 22. Distribucion de la intensidad media de pixel de Serpin B5, ADAMTS1 y GM-CSF
en el 4DPO. Datos estratificados segun recurrencia y tratamiento adyuvante.

5.2.7. Analisis univariado y multivariado

Se realizé un analisis univariado para evaluar la asociacion entre los niveles de Serpin
B5 en el 4DPO vy el riesgo de recurrencia. Se determind el punto de corte 6ptimo de
intensidad media de pixel para esta proteina, identificando un umbral de 176 como el

valor que mejor discriminaba entre pacientes con y sin recurrencia. La curva de SLE
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obtenida mediante el método de Kaplan-Meier mostré que los pacientes con niveles
elevados de Serpin B5 (intensidad >176) presentaban una SLE significativamente
mayor (p = 0,011), lo que sugiere una posible funcion protectora de esta proteina en el
contexto de la recurrencia tumoral (Figura 23).

1.00

0.751

0.501

Supervivencia libre de enfermedad (%)

0.251
p=0,011
0.001
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (meses)
Numero a riesgo
44 39 30 22 4
Serpin B5 BAJO 16 10 3 1 1
0 10 20 30 40 50 60

Figura 23. Analisis de supervivencia libre de enfermedad segun los niveles de Serpin B5.

Posteriormente, se llevd a cabo un analisis multivariado utilizando un modelo de
regresion de Cox para ajustar por covariables clinicas relevantes. En este modelo, la
expresion normalizada (Z-score) de Serpin B5 se mantuvo como un factor predictor
independiente, asociandose con una reduccion significativa del riesgo de recurrencia
(HR: 0,46; IC 95%: 0,24-0,86; p = 0,015). Estos hallazgos refuerzan el valor potencial

de Serpin B5 como biomarcador predictivo en pacientes con CC operado (Figura 24).
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Sexo (mujer) e 1,21 (0,58-2,56; p = 0,610)

Quimioterapia adyuvante }

= | 1,95 (0,80-4,77; p = 0,141)
Edad 1,03 (0,99-1,07; p = 0,138)

Ganglios positivos 1,09 (1,00-1,19; p = 0,051)

SerpinB5  —j— 0,46 (0,24-0,86; p = 0,015)

2 3 45
HR, 95% Cl

Figura 24. Analisis multivariado de riesgo de recurrencia tumoral incluyendo la expresion
normalizada de Serpin B5.
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6. DISCUSION

Esta tesis doctoral se enmarca en una de las lineas de investigacion del Grupo de
Investigacion Clinica y Traslacional en Neoplasias Colorrectales del Hospital del Mar
Research Institute, centrada en comprender los mecanismos implicados en la recidiva

tumoral después de una exéresis quirurgica con intencion curativa en pacientes con CC.

El presente trabajo se disefid bajo la hipdtesis de que la agresién quirurgica
desencadena una respuesta angiogénica sistémica capaz de reactivar células tumorales
y focos micrometastasicos residuales, facilitando la progresion tumoral y condicionando
la probabilidad de recaida. En este contexto, planteamos que la cuantificacion de
biomarcadores angiogénicos séricos en el periodo postoperatorio temprano podria
representar una herramienta util para estratificar el riesgo de recurrencia mas alla de los

parametros clinicopatologicos tradicionales.

El objetivo primario de esta tesis fue validar prospectivamente si la concentracion sérica
de VEGF en el 4DPO permite anticipar la recurrencia tumoral en pacientes sometidos a
cirugia curativa de CC. En particular, pretendiamos evaluar si estas concentraciones de
VEGF podrian servir como biomarcador predictivo robusto, con utilidad para optimizar
las decisiones terapéuticas adyuvantes. Aunque nuestros hallazgos anteriores
propusieron un valor limite de VEGF de 370 pg/mL como predictor independiente de la
SLE[231], el presente estudio prospectivo multicéntrico no ha conseguido confirmar
dicha asociacion. Esta falta de validacion constituye un hallazgo relevante, ya que

delimita con mejor precision el valor clinico real de VEGF en este contexto.

Como objetivo secundario, y reconociendo la complejidad inherente a la respuesta
angiogeénica, se exploro el perfil de expresion de otros factores angiogénicos mediante
una plataforma multiplexada. Esta aproximacion permitio explorar de forma mas
integrada la contribucion de otros mediadores con posible valor predictivo,
enriqueciendo el enfoque unidimensional centrado exclusivamente en VEGF y abriendo

nuevas vias de futuros modelos predictivos.
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La estrategia metodolégica, basada en un disefio multicéntrico y en la recogida
estandarizada de muestras, se orientdé a minimizar sesgos de seleccion y variabilidad

preanalitica, aspectos criticos en el desarrollo de biomarcadores clinicos fiables.

6.1. Analisis del papel de VEGF como biomarcador de recurrencia

La reseccion quirurgica continta siendo el pilar fundamental en el tratamiento del CC en
estadios localizados[3]. Sin embargo, como se ha desarrollado a lo largo de la
introduccion de esta tesis, anticipar qué pacientes recaeran tras una cirugia RO realizada
bajo criterios oncoldgicos sigue siendo un reto clinico importante. Los sistemas de
estadificacion actuales —como el TNM— ofrecen una aproximacién anatémica al riesgo
de recurrencia, pero no capturan adecuadamente las complejas dinamicas biolégicas

que determinan la evolucion a medio y largo plazo[284].

En los ultimos afios, multiples avances han contribuido a mejorar el pronéstico global
del CC, incluyendo la deteccién precoz mediante programas de cribado poblacional, la
valoracién multidisciplinar de los casos, la estandarizacion de la evaluacion
anatomopatolégica y del seguimiento oncolégico reglado, asi como la adopcion de
protocolos ERAS y el perfeccionamiento de la técnica quirurgica. Estos elementos han
contribuido a una reduccion significativa de las tasas de recurrencia, como reflejan los
datos poblacionales de Nors et al. o Cardoso et al.[50,285]. A pesar de estos progresos,
la recidiva tras cirugia curativa sigue siendo un fenémeno clinico dificil de anticipar y
pone de relieve una necesidad no resuelta: mejorar la estratificacion del riesgo mas alla
de los factores clinicopatolégicos tradicionales. En un escenario clinico orientado hacia
la medicina personalizada, la busqueda de biomarcadores que permitan anticipar el

riesgo de recurrencia de forma individualizada es una prioridad.

La recurrencia tumoral después de cirugia curativa se atribuye principalmente a células
residuales que sobreviven a la intervencion y proliferan bajo condiciones ambientales
favorables. Es por esto que el riesgo de recurrencia no depende unicamente de
caracteristicas anatdmicas, sino también de factores bioldgicos intrinsecos al tumor y
de la respuesta del huésped, incluyendo fendmenos complejos como la respuesta

inflamatoria, inmunolégica y angiogénica inducida por la cirugia.
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Desde la perspectiva quirargica, no debemos perder de vista que toda cirugia
representa una agresion controlada al organismo, con implicaciones sistémicas que
trascienden el gesto técnico. Este trauma desencadena una respuesta fisiologica
compleja que, si bien es necesaria para la reparacion tisular, también puede alterar el
equilibrio del sistema inmunitario, vascular y tumoral. En este contexto, la angiogénesis
postquirurgica se ha postulado como un mecanismo clave que podria facilitar la
reactivacion de focos micrometastasicos latentes. Comprender la interaccion entre
intervencion quirdrgica, respuesta sistémica y biologia tumoral ha motivado en nuestro
grupo una linea de investigacion centrada en identificar biomarcadores que no solo
relejen las propiedades del tumor primario, sino también las caracteristicas dinamicas
del entorno bioldgico en el que este progresa. La respuesta del huésped a la agresion
quirurgica podria ser, por tanto, un componente clave para mejorar la estratificacion del
riesgo y avanzar hacia estrategias personalizadas de monitorizacion y modulacion de la

recurrencia.

VEGF surge como un candidato atractivo en este contexto, dada su implicacion central
tanto en la angiogénesis tumoral como en la respuesta regenerativa al dafo tisular. Sin
un suficiente aporte sanguineo, los tumores sélidos no son capaces de sostener su
crecimiento ni diseminarse, lo que sustenta la hipétesis de que un entorno enriquecido
en VEGF en el postoperatorio inmediato es un entorno transitoriamente favorable para
la progresion de células tumorales residuales y micrometastasis ocultas. Las regiones
hipoxicas y el proceso de cicatrizacion estimulan la liberacion de VEGF, promoviendo la
angiogénesis local y la formacion de nuevas redes vasculares y, potencialmente,

facilitando la progresién tumoral[196].

Numerosos estudios han demostrado que concentraciones elevadas de VEGF en tejido
tumoral[225-228] o en suero preoperatorio[286] se asocian con un prondstico
desfavorable en el CCR con una mayor tasa de metastasis o menor SG. Sin embargo,
existen escasos datos prospectivos que evalien el papel del VEGF en el periodo
postquirurgico inmediato, cuando la biologia tumoral puede estar influida por factores
dinamicos como la inflamacion, la hipoxia y la regeneracion tisular. Esta ha sido
precisamente una linea explorada por nuestro grupo. Pera et al.[230] demostraron en
un modelo murino un aumento de la respuesta angiogénica sistémica y la progresiéon
tumoral tras cirugia, comparando cirugia abierta y laparoscépica. Aunque no se
observaron diferencias significativas en la incidencia de recurrencia tumoral entre

grupos, los animales intervenidos mediante laparotomia presentaron una mayor carga
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y peso tumoral, asi como mayores niveles séricos de VEGF y aumento de la densidad
microvascular en el dia 12 postoperatorio. Ademas, se describid una correlacion positiva
entre los niveles de VEGF, la carga tumoral, el peso tumoral y la densidad
microvascular, lo que refuerza la hipétesis de que la agresion quirdrgica puede inducir

una respuesta sistémica capaz de favorecer la progresion tumoral.

En el estudio unicéntrico de Pascual et al.[231] se analizaron muestras séricas de VEGF
de pacientes sometidos a cirugia curativa de CC en tres momentos: basal, a las 48h de
la cirugia y en el 4DPO, coincidiendo con las analiticas extraidas por protocolo
postquirurgico institucional. No se observaron diferencias basales entre pacientes cony
sin recurrencia, pero las concentraciones de VEGF fueron significativamente mas
elevadas en los pacientes que recayeron, tanto a las 48 horas como al 4DPO. En el
analisis multivariado, unicamente la concentracion de VEGF al 4DPO se mantuvo como
factor independiente asociado a la recurrencia. A partir de estos datos, se propuso un
punto de corte de 370 pg/mL, observando que los pacientes con niveles superiores a
este umbral presentaban un riesgo 4,5 veces mayor de recurrencia (HR 4,49; IC 95%:
1,65-12,25; p = 0,004), junto con una disminucion de la SLE a 5 afos del 85% al 57,7%,
y de la SG del 93% al 72%. Este umbral se establecié mediante una estrategia empirica,
basada en la exploracion de multiples puntos de corte y en la seleccion de aquel que
generaba la mayor separacion estadistica entre curvas de Kaplan-Meier, utilizando la
prueba log-rank. Este enfoque, si bien util para generar hipétesis, no parte de un punto
de corte predefinido ni aplica técnicas de validacion cruzada, lo que lo hace vulnerable
al sobreajuste y a la sobreestimacion del efecto predictivo si no se valida en cohortes
independientes. La presente tesis proporciona precisamente esa evaluacion
prospectiva, revelando que dicho umbral no conserva valor predictivo en un contexto

multicéntrico con recogida estandarizada de muestras.

En la cohorte del presente trabajo, los valores basales de VEGF fueron globalmente
superiores a los del estudio previo, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes con y sin recurrencia (p = 0,637). Desde el punto de vista
metodologico, ambos trabajos utilizaron el mismo kit comercial y procesamiento de
muestras, lo que minimiza la variabilidad analitica. No obstante, no puede descartarse
que posibles interrupciones en la cadena de frio durante los traslados interhospitalarios

hayan podido afectar la cuantificacién final.
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Las diferencias entre ambos estudios podrian estar influidas, al menos en parte, por las
caracteristicas clinicas y quirurgicas de las cohortes analizadas. Mientras que el estudio
de Pascual et al. se desarrollé en un unico centro con una muestra mas homogénea,
nuestra cohorte incluye pacientes procedentes de varios hospitales, reflejando con
mayor fidelidad la variabilidad de la practica clinica real. A pesar de que en la cohorte
actual se realizaron mas procedimientos minimamente invasivos y se contabilizaron
menos complicaciones, los niveles globales de VEGF fueron mayores, sin
correlacionarse con la recurrencia. De hecho, los pacientes con niveles superiores a 370

pg/mL mostraron una mejor SG, lo que contrasta con los hallazgos previos.

Un aspecto relevante en la comparacion es la distinta distribucion por estadios y el uso
del tratamiento adyuvante. Aunque la proporcién de estadios | fue similar en ambas
cohortes, en la actual se observé un mayor porcentaje de estadios Il (39,9% frente a
25,5%) y menor de estadios Il (30,2% frente a 40,5%). Esta diferencia probablemente
refleja la madurez de los programas de cribado poblacional, que se encontraban en fase
de implementacion cuando se inicid el estudio previo. Ademas, la indicacion de
quimioterapia adyuvante fue mas frecuente en ambos estadios en la cohorte actual, con
diferencias especialmente significativas en estadio Il. Si bien las guias de la ESMO
vigentes durante el estudio de Pascual et al. seguian criterios similares a los
actuales[287], es previsible que las mejoras en los resultados postoperatorios a corto
plazo, junto con la implementacion de protocolos de optimizacion preoperatorios, hayan
contribuido a que el estado funcional postquirirgico de los pacientes sea mejor,
contribuyendo a una mejor tolerancia al tratamiento adyuvante. Todos estos factores
podrian haber influido en la menor tasa de recurrencia observada en este trabajo (15,7%
frente a 22% en el estudio original), y por tanto, a una posible asociacién mas débil entre

VEGEF y el desenlace oncolégico.

Para controlar estas diferencias, se realizé un analisis ajustado mediante PSM,
seleccionando subgrupos clinicamente comparables (n = 69 por grupo). Tras el
emparejamiento, las concentraciones de VEGF se igualaron entre ambas cohortes; sin
embargo, el valor predictivo observado previamente no se pudo replicar, lo que sugiere
que los hallazgos anteriores podrian estar condicionados por caracteristicas especificas

de aquella cohorte y no reflejar un valor predictivo generalizable.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio multicéntrico que evalua de forma

prospectiva el valor predictivo de las concentraciones séricas de VEGF en el periodo
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postoperatorio inmediato tras cirugia curativa por CC. A pesar de haber observado
diferencias significativas en los niveles de VEGF segun el tipo de abordaje y la presencia
de complicaciones —hallazgos que se han interpretado como reflejo de la magnitud de
la agresion quirdrgica—, no se ha validado su asociacién con la recurrencia tumoral ni
el punto de corte propuesto previamente. Este resultado desafia nuestra hipétesis inicial
y obliga a reconsiderar el valor de VEGF como posible candidato a potencial
biomarcador de recurrencia. La inflamacién sistémica, la hipoxia transitoria derivada del
trauma quirdrgico, la regeneracion tisular, las posibles infecciones o el soporte
transfusional pueden alterar las concentraciones circulantes de VEGF de manera
inespecifica. La medicién Unica, sin analisis cinético, podria haber sido insuficiente para

capturar una sefial biolégica con valor predictivo real.

Aunque el objetivo primario no se confirmd, el analisis detallado de los niveles de VEGF
en relacion con variables clinicas revela hallazgos fisiopatologicos de gran interés. En
particular, se observaron concentraciones de VEGF significativamente mas elevadas en
los pacientes intervenidos mediante cirugia abierta, asi como en aquellos que
presentaron complicaciones postoperatorias. También se detectaron niveles mas altos
en los pacientes que sufrieron una dehiscencia anastomaética, aunque sin alcanzar la
significacion estadistica (p = 0,062), probablemente debido a la limitada potencia del
analisis al contabilizarse solamente 15 eventos. Estos resultados refuerzan la hipotesis
de que VEGF se comporta como un subrogado sistémico de la agresion quirurgica,
sensible al grado de inflamacion y dano tisular inducidos por la intervencion. Esta
interpretacion es coherente con observaciones previas de nuestro grupo, en las que se
evidencio una mayor respuesta angiogénica en cirugia abierta frente a laparoscopia en
un modelo murino[230]. Estos hallazgos se intentaron replicar en humanos en un
estudio aleatorizado, donde a pesar de que se encontraron niveles mas elevados de
VEGF e IL-6 en pacientes intervenidos mediante cirugia abierta, estos resultados no

fueron estadisticamente significativos[288].

En cuanto a las complicaciones infecciosas, Alonso et al. evidenciaron una asociacion
entre complicaciones intraabdominales —como la dehiscencia anastomotica o el
absceso— y concentraciones elevadas de VEGF e IL-6, tanto en suero como en liquido
peritoneal. Ademas, observaron un mayor riesgo de recurrencia a dos afios en pacientes
que desarrollaron una infeccion postoperatoria[172].La literatura experimental aporta
una validacion adicional a estos hallazgos. En un modelo murino, Bohle et al.[174]

demostraron que la induccién de infeccion intraabdominal tras reseccién tumoral
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incrementaba significativamente la densidad microvascular peritumoral y los niveles
séricos de VEGF, acelerando la progresion tumoral. A nivel funcional, Salvans et al.[175]
evidenciaron que el suero y el liquido peritoneal de pacientes con infeccion
postoperatoria potenciaban de forma significativa la migracion, invasividad vy
proliferacion de células tumorales in vitro, sugiriendo un efecto directo del entorno

inflamatorio en el comportamiento celular.

Asi, esta tesis permite matizar el papel del VEGF en el contexto del CC operado: mas
que un biomarcador de recurrencia por si solo, actta como testigo bioldgico de la
agresion quirurgica y sus consecuencias inflamatorias. Su valor clinico depende, por
tanto, del contexto en que se interprete: mientras que una elevacion aislada podria
formar parte de una respuesta regenerativa fisiolégica, una elevacion sostenida o

exacerbada podria contribuir a generar un microambiente proangiogénico y protumoral.

Nuestros hallazgos, obtenidos en una cohorte prospectiva y multicéntrica, contribuyen
a delimitar esta dualidad funcional del VEGF: como componente esperable de la
respuesta regenerativa posquirurgica y, al mismo tiempo, como posible marcador de un
microambiente pro-tumoral en determinados contextos clinicos. Esta diferenciacion
resulta clave para futuras estrategias de estratificacion del riesgo, especialmente en
pacientes con factores afiadidos que puedan intensificar la respuesta angiogénica.
Desde esta perspectiva, la incorporaciéon de VEGF en modelos multiparamétricos,
combinandolo con otros marcadores inflamatorios, inmunoldgicos y clinicos, podria
mejorar la capacidad predictiva de recurrencia tumoral y facilitar un seguimiento mas

personalizado tras la cirugia oncoldgica.

La confirmacion en nuestro presente estudio de la relacion de los valores de VEGF y
factores clinicos relacionados con la magnitud de la agresidén quirdrgica refuerzan su
papel como mediador clave de la respuesta angiogénica postquirurgica. Sin embargo,
la ausencia de validacion clinica de su capacidad predictiva en la recurrencia puede

haber sido influenciada por diversas limitaciones metodoldgicas.

En primer lugar, la medicién de VEGF se realizd en un unico punto temporal: el 4DPO.
Aunque esta eleccion se fundamenté en trabajos previos de nuestro grupo que
sefalaban dicho momento como el de mayor valor predictivo[231], esta estrategia limita
la capacidad de capturar la cinética completa de la respuesta angiogénica. La

angiogénesis postquirurgica es un proceso dinamico y multifasico, influido por
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fendmenos como la hipoxia transitoria, la inflamacion y la cicatrizacion. En este contexto,
una determinacién puntual puede no reflejar adecuadamente ni la magnitud ni la
duracién de la sefal bioldgica. De hecho, en el estudio unicéntrico original, los niveles
de VEGF en los dias 2 y 4 postoperatorios mostraron diferencias significativas entre
pacientes con y sin recurrencia, pero los valores basales no fueron predictivos. Esta
observacion sugiere que la dindmica de elevacién —y no su presencia aislada— podria
ser clave para su interpretacion. De hecho, los resultados de un estudio espafol con
muestreo mas tardio, observo elevaciones persistentes incluso en el dia 30
postoperatorio[220]. La ausencia de mediciones seriadas en el estudio multicéntrico

impide contrastar esta hipotesis.

En segundo lugar, el andlisis se centrd exclusivamente en las concentraciones séricas
de VEGF por razones de continuidad metodolégica y factibilidad logistica[231]. No
obstante, esta decision conlleva limitaciones relevantes a la hora de interpretar los
resultados, ya que las concentraciones de VEGF pueden estar significativamente
influenciadas tanto por la fuente celular que lo libera como por el compartimento

anatémico en que se mide[289].

Existen importantes diferencias metodolégicas en la literatura respecto a la fuente
utilizada para medir VEGF, empleandose suero, plasma o incluso sangre total, lo que
dificulta la comparacion entre estudios y la interpretacion clinica de los resultados[290].
Esta variabilidad es especialmente relevante si se considera que las plaquetas y los
neutrofilos contienen VEGF, y que su liberacion durante la coagulacion puede alterar
artificialmente las concentraciones séricas[289]. En consecuencia, se ha cuestionado la
fiabilidad del VEGF sérico como marcador aislado, ya que podria no reflejar con
precision las concentraciones realmente circulantes. Ademas de las diferencias
secundarias al producto bioldgico analizado, el origen celular del VEGF medido en suero
periférico es heterogéneo. En el contexto postoperatorio, las plaquetas activadas
durante la coagulacion, los leucocitos inflamatorios y el endotelio vascular dafado
constituyen fuentes relevantes de VEGF, lo que introduce un componente inespecifico
y reactivo en su concentracion circulante. Esta mezcla de sefales fisiologicas —mas
ligadas a la reparacion tisular que a la biologia tumoral residual— podria enmascarar su
valor como marcador especifico de recurrencia. Por contraste, la sobreexpresiéon de
VEGEF en el tejido tumoral refleja directamente una adaptacion a la hipoxia tumoral y una
estrategia de supervivencia clonal, lo que le confiere un significado bioldgico distinto y

mas estrechamente ligado a la progresion maligna.
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Estudios como los de Min et al.[291] y Tien et al.[292] han mostrado que las
concentraciones de VEGF en el drenaje venoso tumoral —particularmente en territorio
portal 0 mesentérico— se asocian de forma independiente con mayor riesgo de
recurrencia hepatica y metastasis. Sin embargo, estos autores no encontraron
diferencias en la recurrencia cuando la concentracion fue medida en suero periférico.
Este fendmeno podria explicarse por el metabolismo hepatico y pulmonar que sufren
las moléculas derivadas del tumor antes de alcanzar la circulaciéon sistémica, lo que
reduce su concentracion detectable. Aunque nuestra cohorte no incluyé muestras del
drenaje venoso tumoral ni del propio lecho quirdrgico —como el liquido de drenaje
peritoneal—, la determinacién periférica en el 4DPO conserva su valor como medida
reproducible y comparable con estudios previos, incluida nuestra serie inicial[231]. No
obstante, estas diferencias entre estudios subrayan la importancia de considerar el
contexto clinico, el disefio metodoldgico y los factores preanaliticos al interpretar la

utilidad pronéstica del VEGF periférico.

Ademas de las fuentes bioldgicas de VEGF y el tipo de muestra, existen multiples
factores sistémicos que pueden alterar sus concentraciones circulantes. Entre ellos
destacan la respuesta inflamatoria, el estrés metabdlico, el dano endotelial, las
infecciones y la transfusion de productos sanguineos[217,289]. En nuestra cohorte, no
se recogieron datos especificos sobre transfusion sanguinea, a pesar de que esta
intervencion puede modificar sustancialmente los niveles circulantes de factores
angiogénicos. Si bien en la cirugia programada de colon es poco frecuente gracias a los
programas de prehabilitacion y optimizacién prequirurgica, la ausencia de esta variable
representa una fuente potencial de confusion. Por otro lado, aunque si se documentaron
las complicaciones postoperatorias, no se registr6 con exactitud el dia en que se
produjeron, lo que limita nuestra capacidad de tener en cuenta estos posibles factores

de confusion.

Una limitacion adicional es la referente al tamafio muestral. El calculo inicial del numero
de pacientes se realiz6 estimando una tasa de recurrencia superior al 30%, en linea con
la literatura disponible en el momento del disefio del estudio[79]. Sin embargo, la
incidencia observada en la cohorte fue del 15,7%, un dato que refleja la mejora
progresiva de los resultados oncolégicos en los ultimos afios y en linea con las
tendencias actuales[50,285]. Esta menor frecuencia de eventos redujo la potencia
estadistica del analisis y puede haber contribuido a la ausencia de significacion en

algunas asociaciones exploradas. Este hecho subraya la necesidad de adaptar los
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disefios de investigacién a los cambios epidemioldgicos reales, especialmente en

contextos donde las tasas de recurrencia estan en descenso.

Por ultimo, conviene destacar que este trabajo se disefid centrado en un unico
biomarcador. Aunque el VEGF es un actor central en la angiogénesis, su
comportamiento esta estrechamente regulado por una red de mediadores inflamatorios,
inmunoldgicos y metabdlicos. Evaluarlo de forma aislada —sin integrar datos
moleculares adicionales, perfiles inmunes o caracteristicas histopatologicas
cuantitativas— puede limitar su poder discriminativo. La complejidad del entorno
postoperatorio probablemente requiere modelos integrativos capaces de reflejar la
interaccion dinamica entre multiples variables. En conjunto, estas limitaciones no restan
valor al presente trabajo, sino que delinean con claridad los retos metodologicos que
deben abordarse en futuros estudios. La incorporacion de mediciones seriadas, la
discriminacion entre isoformas de VEGF y el uso combinado con otros marcadores
seran pasos fundamentales para avanzar hacia una medicina perioperatoria

verdaderamente personalizada.

6.2. Exploracion de otros biomarcadores angiogénicos

La ausencia de asociacion significativa para VEGF y el riesgo de recurrencia en nuestra
cohorte, lejos de invalidar la hipétesis inicial, invita a reconsiderar el papel de la

angiogénesis en la evolucién postoperatoria del CC desde una perspectiva mas amplia.

En particular, se observé que niveles séricos significativamente mas bajos de
ADAMTS1, GM-CSF vy, especialmente de Serpin B5 en el periodo postoperatorio
inmediato se asociaban de forma consistente con una mayor incidencia de recurrencia
tumoral. Este patron sugiere que, mas que la magnitud absoluta de la angiogénesis, lo
determinante podria ser la calidad, regulacion y equilibrio del entorno angiogénico tras
la cirugia. La presencia de una respuesta angiogénica desorganizada, insuficiente o
desregulada podria, paradojicamente, generar un microambiente mas favorable para la

expansion de células tumorales residuales.

ADAMTS1, una metaloproteinasa con actividad sobre la matriz extracelular, ha sido

tradicionalmente considerada un modulador negativo de la angiogénesis patoldgica.
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Esta proteina regula la disponibilidad de factores proangiogénicos mediante su
degradacién proteolitica y participa en el remodelado tisular poslesional. Estudios
preclinicos han demostrado que la pérdida o reduccién de ADAMTS1 favorece la
formacién de neovasos aberrantes —con mayor permeabilidad, menor organizacion
estructural y mayor propension a la extravasacion tumoral— lo cual facilita la progresion
metastasica[293]. En el contexto del CC, datos recientes han vinculado la baja expresion
de ADAMTS1 con fenotipos tumorales mas agresivos, mayor potencial invasivo y
resistencia a terapias antiangiogénicas basadas en inhibidores de VEGF[294,295]. En
nuestra cohorte, la asociacion entre niveles reducidos de ADAMTS1 en el 4DPO y mayor
riesgo de recaida refuerza esta hipotesis y subraya su potencial valor como marcador

de una respuesta angiogénica ineficaz.

Por su parte, GM-CSF, tradicionalmente relacionado con la hematopoyesis y la
maduracion de células mieloides, desempefia un papel crucial como modulador de la
inmunidad antitumoral. Esta citoquina promueve la diferenciacion de células dendriticas
y estimula la presentacion antigénica, facilitando la activacion de respuestas T efectivas
contra células malignas[296]. En modelos murinos de reseccién tumoral, se ha
observado que la administracion exégena de GM-CSF potencia la inmunovigilancia y
reduce la carga micrometastasica[297]. Estudios en melanoma y cancer de pulmén han
vinculado niveles elevados de GM-CSF con un mejor control de la enfermedad y una
respuesta mas robusta a terapias inmunomoduladora[298,299]. En nuestra serie, la
disminucion de GM-CSF en pacientes con recurrencia podria reflejar una disfuncion o
supresion de la respuesta inmune postquirurgica, lo que facilitaria la potencial expansion

de focos tumorales residuales.

Respecto a Serpin B5, conocido también como maspina, su papel como inhibidor de la
progresion tumoral y modulador de la angiogénesis ha sido ampliamente
documentado[300,301]. Maspina actua interfiriendo en procesos de adhesién celular,
migraciéon e invasién, ademas de ejercer efectos antiangiogénicos mediante la
modulacion de la actividad de VEGF y la inhibicion de la formacion de tubos
capilares[302]. En CC, estudios previos han mostrado que la pérdida de expresion de
Serpin B5 se correlaciona con un aumento de la invasividad, resistencia a la apoptosis
y un peor pronostico[303]. La tendencia observada en nuestro estudio, donde los niveles
de Serpin B5 disminuian progresivamente con el aumento del estadio tumoral, refuerza
esta asociacion bioldgica y sugiere que una menor disponibilidad sistémica de Serpin

B5 en el 4DPO podria identificar a pacientes en riesgo de recaida precoz.
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Estos hallazgos plantean una vision mas matizada del papel de la angiogénesis
postquirurgica en la evolucion tumoral. Lejos de ser un fendmeno linealmente asociado
a peor pronostico por su mera intensidad, la calidad, regulacién y equilibrio de la
respuesta angiogénica parecen desempefiar un papel critico en determinar el destino
de las células tumorales residuales. Modelos recientes de angiogénesis adaptativa y
evasiva han mostrado que la hipoxia severa, resultante de una angiogénesis insuficiente
o disfuncional, puede inducir un fenotipo mas agresivo, seleccionando clones tumorales
resistentes y favoreciendo la progresién metastasica[304,305]. Asimismo, el hecho de
que los niveles reducidos de estas proteinas se observaran tanto en pacientes que
recibieron como en aquellos que no recibieron quimioterapia adyuvante refuerza la
hipotesis de que su valor predictivo podria ser independiente del efecto del tratamiento
oncoldgico postoperatorio. Sin embargo, esta interpretacion debe realizarse con cautela,
dada la naturaleza no aleatorizada del estudio y el desequilibrio inicial en la distribucion

de tratamientos adyuvantes, que constituye una limitacion relevante.

El analisis exploratorio realizado mediante un panel multiplexado de 55 proteinas
angiogénicas representa una de las fortalezas metodoldgicas del presente trabajo, al
permitir una caracterizacion mas amplia y funcionalmente diversa del entorno
angiogénico postoperatorio. Sin embargo, este enfoque presenta también una serie de
limitaciones que deben ser reconocidas al interpretar sus resultados y su posible

aplicacion clinica.

En primer lugar, la limitacion mas evidente es el tamafio reducido de la cohorte analizada
(n = 60), lo que compromete la potencia estadistica del estudio e incrementa el riesgo
de hallazgos sesgados. Esta limitacion es particularmente relevante en estudios de
cribado multivariable, donde la exploracién simultdnea de multiples biomarcadores
amplifica el riesgo de obtener asociaciones significativas por azar. Aunque
metodolégicamente aplicamos correcciones estrictas por comparacion multiple —como
ajustes de tipo Bonferroni o FDR— para una correcta interpretacion de los resultados,
la extrapolacion de estos hallazgos ha de ser cauta y supeditada a las limitaciones del

estudio.
En segundo lugar, la naturaleza semicuantitativa de la plataforma utilizada plantea

limitaciones adicionales. Aunque estas tecnologias permiten analizar multiples

proteinas de forma simultdnea con alta reproducibilidad y un coste razonable, su

137



DISCUSION

sensibilidad y especificidad pueden ser subdptimas para ciertas moléculas de baja
abundancia o con epitopos escasamente inmunogénicos. Esto es particularmente
relevante en el caso de proteinas como las serpinas o ciertos factores
inmunomoduladores, cuya cuantificaciéon fiable puede requerir técnicas
complementarias de validacién, como ELISA de alta sensibilidad o plataformas de
espectrometria de masas dirigidas. En ausencia de esta validacion, no puede
descartarse que algunas de las asociaciones observadas reflejen variabilidad técnica o

limitaciones de deteccion, mas que diferencias bioldgicas reales.

En tercer lugar, otra limitacion relevante es el caracter estatico del muestreo, basado en
una unica extraccion sanguinea en el 4DPO. Si bien esta eleccion se justifico
metodolégicamente por la necesidad de homogeneizar el tiempo de recogida y facilitar
su aplicacion en la practica clinica, la ausencia de un analisis cinético limita la
comprension de la dindmica temporal de los mediadores angiogénicos. En un proceso
bioldgico tan dinamico como la respuesta a la agresion quirurgica, en el que las fases
inflamatoria, regenerativa e inmunolégica se suceden rapidamente, una unica medicion
puede no capturar adecuadamente los picos criticos de expresion ni reflejar la
persistencia o resolucion de ciertas sefiales angiogénicas. De este modo, se pierde la
oportunidad de identificar perfiles evolutivos o patrones de respuesta asociados a

recurrencia, que podrian tener mayor valor predictivo que un valor aislado.

Asimismo, aunque el panel seleccionado incluye una amplia representacion de vias
angiogénicas clasicas e inmunomoduladoras —como VEGF-A, FGF, PDGF,
angiopoyetinas, IL-1B, IL-8, MCP-1, entre otras—, no cubre de manera exhaustiva todos
los mediadores potencialmente relevantes en el contexto postoperatorio del CC. En
particular, no se incluyeron marcadores de activacion endotelial como VCAM-1 o E-
selectina, que reflejan el grado de activacion vascular y podrian aportar informacion
complementaria sobre la reactividad del endotelio postquirurgico. Tampoco se
analizaron ciertos factores emergentes de interés creciente, como VEGF-D[306,307] o
Angiopoietin-like Protein 4 (ANGPTL4)[308,309], implicados en mecanismos
alternativos de neovascularizacion, remodelado tisular o evasion inmunoldgica tumoral.
Esta cobertura parcial del espectro angiogeénico puede limitar la capacidad del estudio
para identificar subtipos biolégicos o firmas moleculares completas que expliquen el

riesgo de recurrencia.
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Finalmente, y de manera inherente al disefio de cribado exploratorio, la ausencia de una
hipotesis preespecificada para cada proteina analizada impone una restriccion adicional
en la interpretacion de las asociaciones detectadas. Aunque los hallazgos relativos a
ADAMTS1, GM-CSF y Serpin B5 son coherentes con la literatura previamente discutida
y muestran consistencia bioldgica interna, dichas asociaciones potenciales requieren
validaciones especificas en cohortes independientes y con enfoques metodolégicos

dirigidos.

En conjunto, estas limitaciones metodologicas no invalidan la relevancia de los
resultados, pero si condicionan la fuerza de las conclusiones. La informaciéon obtenida
debe ser entendida como una base sdlida para futuros estudios prospectivos, disefiados
especificamente para validar estos hallazgos en muestras de mayor tamano, con
muestreos longitudinales y analisis funcionales complementarios. El potencial clinico de
integrar multiples mediadores angiogénicos e inmunolégicos en modelos predictivos
robustos justifica plenamente la continuacion de esta linea de investigacion en

escenarios controlados y con criterios metodolégicos mas estrictos.
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7. CONCLUSIONES

1. La cuantificacion sérica de VEGF en el cuarto dia postoperatorio permite
caracterizar la respuesta angiogénica sistémica inducida por la cirugia en
pacientes operados por cancer de colon con intencion curativa. Sus niveles
reflejan la magnitud de la agresion quirurgica, mas pronunciada en abordaje

abierto y en presencia de complicaciones postoperatorias.

2. En esta cohorte prospectiva, los niveles séricos de VEGF en el cuarto dia
postoperatorio no demostraron capacidad predictiva independiente para la

recurrencia tumoral, y no se validé su utilidad como biomarcador predictivo.

3. Larespuesta angiogénica a la agresion quirurgica implica multiples mediadores
mas alla de VEGF. La elevacién de proteinas con funcion inhibitoria como Serpin
B5, ADAMTS1 y GM-CSF podria relacionarse con un menor riesgo de
recurrencia. En particular, Serpin B5 emergié como posible biomarcador con

valor predictivo.

4. Nuestros hallazgos sugieren que, mas alla de la magnitud absoluta de la
respuesta angiogénica, lo determinante podria ser su regulacion y equilibrio tras
la cirugia. La presencia de una respuesta angiogénica desorganizada,
insuficiente o desregulada podria favorecer un microambiente propicio para la

expansion de células tumorales residuales.
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8. LINEAS DE FUTURO

Los resultados de esta tesis abren nuevas perspectivas para comprender la biologia de
la recaida tumoral en el contexto del CC resecado con intencion curativa. En primer
lugar, nuestros hallazgos permiten reevaluar el papel de VEGF como marcador bioldgico
postoperatorio. Si bien se ha considerado clasicamente un mediador central de la
angiogénesis tumoral, nuestros datos sugieren que su elevacion en el contexto
posquirdrgico inmediato refleja, en muchos casos, una respuesta regenerativa
fisiologica mas que un proceso patolégico persistente. Este matiz tiene implicaciones

relevantes a la hora de interpretar su valor predictivo en el seguimiento oncologico.

Mas alla de VEGF, el analisis multiplexado de proteinas angiogénicas ha permitido
identificar nuevos candidatos con potencial valor predictivo. En concreto, los niveles
séricos bajos de ADAMTS1, GM-CSF y Serpin B5 en el 4DPO se asociaron con un
mayor riesgo de recurrencia, lo que plantea una hipétesis alternativa al paradigma
centrado en la angiogénesis exacerbada: la posibilidad de que una respuesta
angiogénica inhibitoria deficiente —es decir, una falta de control y organizaciéon del
entorno vascular regenerativo— favorezca la progresion de células tumorales

residuales[310].

Este hallazgo requiere validacion en cohortes independientes y mas amplias,
idealmente multicéntricas y con recogida seriada de muestras, que permitan confirmar
el valor predictivo de estas moléculas y definir su evolucion temporal. En paralelo, el
analisis funcional de estas proteinas en modelos preclinicos in vitro e in vivo puede
ayudar a diseccionar los mecanismos biologicos subyacentes y determinar si
representan simples epifendmenos o verdaderos elementos activos en la biologia de la

recaida tumoral postquirurgica.

Una segunda via de desarrollo reside en la construccion de modelos predictivos
integrativos, que combinen biomarcadores protedmicos con variables clinicas,
caracteristicas anatomopatoldgicas y datos gendmicos. Esta aproximacion podria
superar las limitaciones de los sistemas actuales de estratificacion del riesgo, anclados
aun en factores anatomicos, y conducir a una medicina oncolégica mas personalizada,
en la que las decisiones sobre quimioterapia adyuvante se ajusten al perfil biolégico

individual del paciente y no solo al estadio tumoral. Ademas, los resultados obtenidos
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abren una ventana hacia una nueva dimension terapéutica: la posibilidad de modular la
angiogénesis en el entorno postoperatorio inmediato. Si se confirmara que una
respuesta angiogénica deficiente, desorganizada o ineficaz contribuye a Ila
supervivencia y expansion de células tumorales residuales, se podrian plantear
estrategias farmacoldgicas dirigidas a restaurar un entorno vascular mas fisioldgico y
regulado. Este concepto, que se aleja del enfoque clasico de “antiangiogénesis” en
contextos avanzados, se alinea con modelos recientes que abogan por una
“normalizacion” de la vasculatura como herramienta para mejorar la perfusion, reducir

la hipoxia y facilitar tanto la inmunovigilancia como el acceso de terapias sistémicas.

En paralelo a estas estrategias centradas en la respuesta angiogénica, nuestro grupo
ha comenzado a explorar también el papel del metabolismo sistémico en la recaida
tumoral tras cirugia curativa. En un estudio prospectivo realizado por nuestro grupo,
Montcusi et al, observaron que alteraciones en la via de la espermidina —implicada en
procesos celulares clave como la proliferacion, el estrés oxidativo y la autofagia— se
asociaban de forma significativa con la recurrencia tumoral, incluso en estadios iniciales
y en ausencia de factores clinicopatologicos adversos evidentes, en pacientes con CCR
operados con intencién curativa[311]. Estos hallazgos son coherentes con la hipotesis
de que la via de la espermidina no solo esta implicada en el diagnostico del
CCR[312,313], sino también en su recurrencia. La integracion de analisis
metabolémicos en el periodo postoperatorio podria, por tanto, contribuir a una
estratificacion del riesgo mas precisa y a la identificacién de nuevas dianas bioldgicas

para estrategias de intervencion precoz.

En conjunto, este trabajo contribuye de forma significativa a comprender el papel que
juega la respuesta angiogénica postoperatoria en la historia natural del CC. Al
cuestionar el valor predictivo aislado del VEGF y proponer nuevas dianas de interés
bioldgico, se abre la posibilidad de redefinir como se monitoriza el periodo
postoperatorio desde una perspectiva oncologica. La integracién de biomarcadores
dinamicos y factores del huésped representa un paso necesario para avanzar hacia una

verdadera medicina perioperatoria de precision.
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CEIC del estudio de validacion de VEGF
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de Salut
Barcelona

Informe del Comité Etico de Investigacién Clinica

Dofia M? Teresa Navarra Alcrudo Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica Parc
de Salut MAR

CERTIFICA

Que éste Comité ha evaluado el proyecto de investigacion clinica n® 2015/6097/1 titulado
“CONCENTRACION POSTOPERATORIA DEL VEGF EN SUERO COMO FACTOR
PRONOSTICO DE RECURRENCIA TRAS CIRUGIA CURATIVA DE CANCER DE COLON.
ESTUDIO MULTICENTRICO” propuesto por la Dra. MARTA PASCUAL DAMIETA de la
Unidad de Cirugia Colorrectal del Servicio de Cirugia del Hospital del Mar.

Que adjunta documento de consentimiento informado.
Y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos
del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

El alcance de las compensaciones econdémicas que se solicitan esta plenamente justificado.

Y que éste Comité acepta que dicho proyecto de investigacion sea realizado en el Hospital
del Mar por la Dra. MARTA PASCUAL DAMIETA como investigador principal tal como
recoge el ACTA de la reunién del dia 24 de Noviembre de 2015.

Lo que firmo en Barcelopa, a 3 de Diciembre de 2015
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10.2. Documento de informacién para el paciente

INFORMACION PARA EL PACIENTE

CONCENTRACION POSTOPERATORIA DE VEGF EN SUERO COMO FACTOR
PRONOSTICO DE RECURRENCIA TRAS CIRUGIA CURATIVA DEL CANCER DE
COLON. ESTUDIO MULTICENTRICO

1.

INTRODUCCION
Esta hoja le facilita la informacién para que pueda decidir si quiere participar o no en
este estudio de investigacién en el que se le extraeran dos muestras de sangre para

el estudio de un factor prondstico de recurrencia tumoral.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

Usted tiene un cancer de colon que, con el tratamiento quirurgico, es potencialmente
curable. Estamos investigando si existe algun parametro sanguineo que nos ayude
a predecir el riesgo de recurrencia tumoral. En un estudio reciente hemos
demostrado que pacientes, tras una operacion de cancer de colon, con un elevado
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) analizado en la sangre del cuarto
dia del postoperatorio, tienen hasta 4 veces mas posibilidades de sufrir una
recurrencia de su enfermedad que los pacientes que tienen valores menores.

Este estudio unicamente lo hemos realizado en un centro con una muestra pequena
de pacientes. Para que estos datos tengan mas consistencia y, por tanto, mayor
validez, tenemos que seguir incluyendo pacientes que quieran colaborar con nuestra

investigacion.

PROCEDIMIENTOS

A usted se le tomara una muestra de sangre al cuarto dia de la intervencién. En esta
muestra analizaremos el factor VEGF y almacenaremos los resultados en una base
de datos.

Tras la cirugia, haremos el seguimiento habitual en las personas operadas como

usted y registraremos todas las incidencias durante el mismo.

BENEFICIOS

No existen beneficios a corto plazo de este estudio. Los posibles beneficios seran a
largo plazo, porque las conclusiones de los datos que obtengamos en este estudio,
si nuestras hipotesis se confirman, seran aplicables a pacientes en el futuro. Si los

datos lo avalan y, tras confirmaciones posteriores se podran identificar a los
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pacientes con un mayor riesgo de recurrencia tumoral y, asi, se podran ofrecer

tratamientos que en la actualidad no se estan realizando.

5. RIESGOS Y MOLESTIAS
Como la unica intervencién afiadida a su evoluciéon postoperatoria sera la extraccion
sanguinea periférica en el cuarto dia del postoperatorio los riesgos y molestias seran
los inherentes a esta técnica: hematoma o hemorragia en la zona de puncién, dolor
transitorio en el punto de puncién. Con la intencién de evitarles, se intentara hacer
coincidir esta puncién anadida con alguna extraccién necesaria del postoperatorio

inmediato.

6. ALTERNATIVAS

La alternativa a no estar incluido en el estudio constituye la no realizacion de las

extracciones anteriormente mencionadas.

7. COSTES Y REEMBOLSOS

Este estudio ha sido aprobado el Comité de Ensayos Clinicos de este hospital que
ha evaluado los posibles riesgos y beneficios de este estudio. No se le hara cargo
de ninguno de los costes de las pruebas requeridas para su diagndstico o

tratamiento.

8. CONFIDENCIALIDAD

No se le identificara en ningun informe del estudio y estos informes seran utilizados
solo para fines de investigacion teniendo solamente acceso a sus datos los
investigadores y evaluadores de este estudio. El promotor y el Ministerio de Sanidad
y Consumo podran inspeccionar los registros de este estudio y haran todos los

esfuerzos para mantener la confidencialidad de sus datos médicos personales.
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10.3. Documento del consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Concentracion postoperatoria de VEGF en suero como factor pronoéstico de recurrencia
tras cirugia curativa del cancer de colon. Estudio multicéntrico.

Yo (nombre y apellidos en mayusculas)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacién sobre el estudio

He hablado con: (nombre del investigador en mayusculas)

Comprendo que:

1. Mi participacién es voluntaria

2. Que no me supone ningun beneficio directo

3. Que la no aceptacion de participar en este estudio no repercutira en mis cuidados médicos
4. Que la informacion obtenida de este estudio es confidencial

Autorizo mi inclusién en este estudio

Fecha

Firma del participante
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10.4. CEIC del estudio de otras proteinas angiogénicas

Parc
de Salut

Barcelona

Informe del Comité de Etica de la Investigacion con
medicamentos del Parc de Salut Mar

Dofia Cristina Llop Julia, secretaria técnica del Comité de Etica de la Investigacién con
medicamentos del Parc de Salut MAR,

CERTIFICA

Que este Comité, de acuerdo a la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica, Principios
éticos de la Declaracion de Helsinki, y resto de principios éticos aplicables, ha evaluado la
propuesta para que se realice el proyecto de investigacion num. 2021/9922/1, promovido
por el Consorcio Mar Parc de Salut de Barcelona, y titulado: “Determinacién de proteinas
proangiogénicas en suero como factor prondstico de recurrencia tras cirugia curativa de
cancer de colon. Estudio Multicéntrico”

Version de los documentos:
o Protocolo version lll de fecha 23/05/2023

Y considera que:

e Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

« La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios
disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

e Se acepta la exencion al consentimiento informado del estudio.

« Elalcance de las compensaciones econdomicas previstas no interfiere con el respeto
a los postulados éticos.

Y que este Comité aprueba que dicho proyecto de investigacion sea realizado en el Servicio
de Cirugia General del Hospital del Mar por la Dra. Marta Pascual Damieta como
investigadora principal, tal como recoge el ACTA de reunion del dia 06/06/2023.

Lo que firmo en Barcelona a 15 de junio de 2023.
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Secretaria técnica
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