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Resumen

El cancer colorrectal es la tercera forma de cancer mas diagnosticada en el mundo y la cuarta causa mas
comun de muerte relacionada con el cancer. Su desarrollo cursa desde un epitelio normal, pasando por
lesiones benignas/premalignas (hiperplasia y adenoma) hasta una lesion maligna. En este tipo de cancer,
asi como en otros tipos de tumores solidos adquiere gran importancia el concepto de microambiente
tumoral, en el que destacan, entre sus componentes principales, los fibroblastos asociados a cancer
(CAFs). Los CAFs participan en el desarrollo de la enfermedad en multiples etapas, dirigiendo una
comunicacién cruzada con las células tumorales y otras células estromales mediante, entre otros
elementos, la secrecién de exosomas. Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha identificado los
elementos reguladores ARN no codificantes de pequefio tamafio (sncRNAs) empaquetados en exosomas
derivados de CAFs, de forma que hipotetizamos que mediante biopsia liquida en sangre periférica es
posible aislar dichos exosomas con un alto contenido en sncRNAs. En el actual trabajo describimos el
valor diagnodstico de 4 sncRNAs mediante la cuantificacion diferencial de los mismos en exosomas
aislados de pacientes con cancer de colon, adenomas, hiperplasias e individuos sanos. De esta manera,
nuestro objetivo busca la identificacion de nuevos biomarcadores con valor diagnostico que puedan
mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes con cancer de colon, asi como el
diagndstico precoz de patologias colénicas, incluyendo patologias benignas/premalignas y tumorales.
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Introduccién

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera forma de cancer mas diagnosticada en el mundo y la cuarta
causa mas comun de muerte relacionada con el cancer [1]. La progresion del CCR se desarrolla de forma
progresiva desde un epitelio normal, pasando por un estado de pre-malignizacion (adenoma), y
posteriormente a una lesion maligna, pudiendo después extenderse sistémicamente produciendo la
metastasis [2,3].

Como ocurre con muchos tipos de cancer, al principio la enfermedad cursa sin sintomas o molestias.
Estos empiezan a aparecer cuando la enfermedad ya estd mas avanzada que, sin ser una sintomatologia
especifica de este tipo de tumor, incluye la presencia de sangre en heces (pudiendo causar anemia),
pérdida de peso involuntaria o malestar abdominal [2].

De forma general, la supervivencia a los 5 afios en CCR se sitia en torno al 65%, aunque varia entre el
90% de los carcinomas in situ y el 10-14% en el caso de que haya metastasis, indicando la importancia de
la deteccion precoz del tumor [4-6]. Asi, la identificacion de biomarcadores podria servir como factor
clave en el diagnostico temprano de patologias coldnicas pre-malignas o tumorales mediante campaiias de
screening poblacionales.

Por otro lado, el desarrollo de los tumores s6lidos estd intimamente asociado al estado fisiologico de los
distintos componentes del microambiente tumoral (TME o “tumoral microenvironment” por sus siglas en
inglés), entre los que destacan la matriz extracelular, los fibroblastos, las células de los vasos sanguineos
y del sistema inmune. [7]. Durante el proceso tumoral, los fibroblastos asociados a tumor o CAFs (del
inglés, “cancer associated fibroblasts) participan en la progresion de la enfermedad mediante el
remodelado y depdsito de matriz extracelular [8]. En estado constante de activacion promueven una
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conversacion cruzada o “cross-talk” entre las células tumorales y el resto de las células estromales que
conduce al crecimiento y progresion tumoral influyendo en el pronoéstico de los pacientes [9,10].

Es importante tener en cuenta que los CAFs presentan una gran heterogeneidad de subpoblaciones [11]
que interaccionan con las células tumorales mediante la secrecion de factores de crecimiento, citoquinas y
vesiculas extracelulares como los exosomas, potenciando directa o indirectamente el desarrollo tumoral
[12,8] o incluso presentando propiedades inhibitorias [13-16].

En este contexto, las vesiculas y factores solubles circulantes liberados por CAFs y otras células del TME
pueden ser empleados como biomarcadores en oncologia clinica mediante biopsia liquida en sangre [17].
Entre ellos destacan los exosomas, unas vesiculas extracelulares de 40-100 nm que participan en procesos
tanto fisiologicos como patologicos [18]. Son secretados por células tumorales y estromales, modificando
diferentes funciones en las células receptoras y ejerciendo un papel importante en el desarrollo tumoral
[19].

Caracterizando el contenido de los exosomas de CAFs, nuestro grupo describid los elementos reguladores
ARN no codificantes de pequeiio tamafio (sncRNAs o “small non-coding RNAs” por sus siglas en inglés)
empaquetados en exosomas derivados de CAFs, asi como sus posibles dianas génicas y la desregulacion
de estas como marcadores prondsticos en pacientes con céncer de colon [20,21]. Estos elementos
reguladores, principalmente piRNAs y snRNAs (“PIWI interacting RNAs” y “small nuclear RNAs” por
sus siglas en inglés) podrian facilitar una comunicacion cruzada especifica mediante la transferencia de
exosomas entre diferentes células. Asi, podrian comportarse como potentes biomarcadores en biopsia
liquida con clara aplicacion en oncologia clinica. La biopsia liquida, principalmente sangre periférica, se
postula como una nueva herramienta de deteccion precoz de la enfermedad y seguimiento de pacientes
[22,23].

A pesar de la gran cantidad de informacion disponible sobre la relevancia del estroma tumoral en el
desarrollo de resistencias a la terapia, no existen biomarcadores estromales empleados en clinica para el
diagnostico precoz de patologias colonicas. En el presente trabajo, describimos el valor diagnostico de
cuatro sncRNAs empaquetados en exosomas aislados de muestras de sangre periférica y previamente
observados como sobre-representados en exosomas derivados de CAFs como biomarcadores potenciales
de diagnodstico de patologia coldnica, incluyendo tumores, hiperplasias y adenomas. De estos cuatro
sncRNAs, uno corresponde a un piRNA y los otros tres son snRNAs; sin embargo, su identificacion
concreta ha sido codificada debido a que se encuentran bajo valoracion de proteccion mediante una
solicitud de patente europea, dada su potencial aplicabilidad.

Objetivos

Diversos trabajos de investigacion han demostrado la implicacion de los CAFs en el desarrollo del cancer
de colon. También se ha observado la importancia de la comunicacion via exosomas entre los CAFs y las
células tumorales en el desarrollo tumoral. Por tanto, hipotetizamos que la caracterizacién molecular tanto
de los CAFs como de sus exosomas derivados secretados puede ayudar a identificar nuevos
biomarcadores con valor diagndstico que puedan impulsar la mejora de la supervivencia y calidad de vida
de los pacientes con cancer de colon. Teniendo en cuenta estos estudios, planteamos los siguientes
objetivos:

a) Puesta a punto de la metodologia de cuantificacion de los sncRNAs de interés empaquetados en
exosomas aislados de sangre periférica de pacientes con patologia colonica, incluyendo hiperplasias,
adenomas y tumores, e individuos sanos.

b) Estudio de la distribucion diferencial de sncRNAs en exosomas aislados de sangre periférica de
pacientes con cancer de colon, adenomas de colon, hiperplasias de colon e individuos sanos:
determinacion de su valor como biomarcador diagnéstico de patologia colénica.

Metodologia

Reclutamiento de pacientes y obtencién y procesamiento de muestras de pacientes

Todos los pacientes firmaron de forma previa a la cirugia un consentimiento informado tras recibir una
breve explicacion sobre la naturaleza del estudio, el cual ha sido aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Ramén y Cajal. Los criterios de inclusion para los pacientes con cancer de colon fueron:
pacientes mayores de 18 afios con diagndstico reciente de cancer de colon, en estadios I-IV de acuerdo a
la clasificacion TNM, que no habian recibido tratamiento antitumoral. Los criterios de inclusion para los
pacientes con adenomas e hiperplasias fueron: pacientes mayores de 18 afos sometidos a colonoscopia,
que no habian recibido tratamiento contra el cancer ni extirpacion quirdrgica de un cancer.

En los pacientes las muestras de sangre fueron recogidas antes de preparar el intestino para la
colonoscopia en tubos Vacutainer SSTTM II Advance de tapon rojo (Becton Dickinson) y procesadas por
la unidad de Biobanco del Hospital. En los individuos sanos, se recogieron y procesaron de la misma



forma durante los procesos de donacion de sangre en el banco de sangre de nuestro hospital. Tras
centrifugacion (2000 rpm durante 10 minutos), se obtuvo el suero que fue almacenado en alicuotas de 250
pL en tubos Eppendorf de 1°5 mL a -80°C hasta su empleo.

Aislamiento de exosomas de muestras de suero sanguineo y ARN total de exosomas

A partir de muestras de suero, los exosomas se obtuvieron mediante su precipitacion empleando el
protocolo de ExoQuickTM Exosome Precipitation Solution (System Bioscience) y siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La extraccion de RNA total presente en exosomas de muestras de sangre, rico en sncRNAs, fue realizada
empleando el kit MirVana™ mirVanaTM miRNA Isolation kit (Ambion), siguiendo las instrucciones del
fabricante. En este protocolo, se emplea un control interno de extracciéon o “spike-in” UniSP2 como
control de una correcta extraccion de ARN, asi como el carrier MS2 para mejorar la estabilidad del spike-
in sin interferir en las aplicaciones posteriores. El ARN es almacenado en tubos Eppendorf de 1’5 mL en
40 pL de agua libre de nucleasas y almacenado a - 20°C.

Retrotranscripcion y validacion de los procesos de extraccion y retrotranscripcion mediante
PCR en Tiempo Real

Tras obtener el ARN contenido en los exosomas, se procedié a su retrotranscripcion a ADN
complementario (ADNc) utilizando el kit miRCURY LNA™ RT (Qiagen), que emplea sondas LNA
(“locked nucleic acid” por sus siglas en inglés) especificas. En el mix de retrotranscripcion se incluyd un
control interno correspondiente al ARN cel-miR-39-3p (Qiagen). Este control consiste en una version
sintética de un miRNA (del inglés, “micro RNA”) de secuencia conocida procedente de C. elegans. Este
miRNA serd detectado posteriormente por PCR en Tiempo Real, para comprobar la eficiencia de la
retrotranscripcion. El programa de temperaturas consistio en un ciclo de 30 minutos a 16°C, seguido de
30 minutos a 42°C y 5 minutos a 85°C. EI ADNc obtenido se conservd a -20°C hasta su empleo.

Para comprobar la eficiencia de los procesos de extraccion y retrotranscripcion del ARN, se realizo la
PCR en Tiempo Real para las secuencias de UniSp2 y cel-miR-39-3p respectivamente, empleandose para
ello los cebadores comerciales miRCURY LNA miRNA (Qiagen). El protocolo de PCR a seguir consistio
en un ciclo de 2 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de amplificacion de 10 segundos a 95°C y 1 minuto
a 56°C, adquiriendo la sefial de fluorescencia al final de cada ciclo. Se obtuvo la curva de melting del
producto de PCR a 95°C, lo que indicaria si hay un tnico producto de PCR para cada cebador. Las
reacciones de PCR se realizaron en un Light-Cycler 480 (Roche) utilizando el reactivo miRCURY LNA
SYBR Green Master Mix (Qiagen).

Resultados

Puesta a punto del analisis de cuantificacién de los sncRNAs de interés empaquetados en
exosomas

Para el proceso de normalizacion de los datos, se comprobd la empleabilidad de distintos sncRNAs que se
mantuvieran estables en exosomas aislados de sangre periférica; asi, se probaron algunos como miR-
103a-3p, miR-191-5p y miR-30c-5p. Sin embargo, la dificultad de la busqueda de un ARN que se
mantenga estable en exosomas de individuos sanos, con lesiones benignas/premalignas o con tumor no
permitié la obtencion de resultados satisfactorios. Por ello, se empled6 como ARN normalizador o
“housekeeping” el control interno de extraccion UniSp2, ya que se inocula en cantidades conocidas en
todas las muestras durante la extraccion de ARN total.

Asi, en el proceso de validacion del proceso de extraccion mediante PCR en tiempo real, se realizé la
PCR empleando un cebador comercial para el spike-in SP2. Los valores del ciclo umbral para SP2 se
recogen en la figura 1.
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Figura 1.- Valoracion del proceso de extraccion mediante PCR en Tiempo Real para el control
de extraccion SP2. Se recogen los valores del ciclo umbral (Ct) para SP2 en 74 muestras de pacientes
independientemente de la serie a la que pertenezcan, lo que refleja su idoneidad como ARN
normalizador.

Datos descriptivos de las distintas series de pacientes y de los sncRNAs analizados

Para el analisis de deteccion de los sncRNAs de interés en muestras de biopsia liquida humana, se trabajo
con una serie de 16 pacientes con cancer de colon 6 hombres y 10 mujeres, de edades comprendidas entre
los 58 y 86 afios distribuidos en estadios I (12,5%), II (37,5%), y I11 (43°75%); se desconoce el estadio del
tumor de un paciente. Un 37,5% de los pacientes presentaba localizacion del tumor en colon derecho,
mientras que un 37°5% lo presentaba en el colon izquierdo. A un 25% de los pacientes se le detecto el
tumor en la porcion del colon transverso y/o no se especifico la lateralidad.

El grupo de pacientes con adenoma (n=8) estd compuesto por 5 hombres y 3 mujeres de edades
comprendidas entre los 61 y 74 afos. El grupo de hiperplasia de colon (n=8) estd compuesto por 2
hombres y 3 mujeres, de edades comprendidas entre los 59 y 72 afios. Ademas, en el estudio se contd con
muestras de sangre periférica de 15 individuos sanos o sin patologias digestivas conocidas.

En la tabla 1 se especifica el numero de pacientes en los que fue posible la deteccion de los sncRNAs
diana, asi como datos generales de la cuantificacion como la medida de posicion central (mediana), asi
como de posicion no central (percentil 33 y 66%), ademas de los valores maximos y minimos para cada
sncRNA.

sncRNA1 sncRNA2 sncRNA3 sncRNA4
N 43 37 42 38
Mediana 6'54 1'34 871 1’99
Minimo -2'42 -4’66 0’075 -5'43
Maximo 11'56 6'81 1322 729
Percentil 33 2'87 -0'61 417 0’84
Percentil 66 8’05 2’70 9’59 294

Tabla 1.- Cuantificacion de los niveles de sncRNAs 1-4 (en Log2) en exosomas aislados mediante
biopsia liquida de sangre periférica de pacientes con cancer de colon, con lesiones
benignas/premalignas e individuos sanos.

Correlacion entre sncRNAs

Como es esperable, el test de correlacion de Pearson mostrd correlacion directa entre los niveles de los 4
marcadores analizados en los exosomas aislados de pacientes con cancer de colon, pacientes con

hiperplasia, adenoma e individuos sanos (Tabla 2, Figura 2).

sncRNA1 sncRNA2 sncRNA3 sncRNA4
Test de Pearson 0’86 0’85 0’75
Sig. (bilateral) 1'71E-11 1°98E-12 7’'06E-8
sncRNA1 N 36 41 37
Test de Pearson 0’89 0’82
Sig. (bilateral) 2'03E-13 4'43E-9
sncRNA2 N 36 33
Test de Pearson 0’83
Sig. (bilateral) 2'10E-10
sncRNA3 N 36




Tabla 2.- Correlacion entre sncRNAs. Se indica para cada comparacion el valor de Correlacion de
Pearson, el valor de significacion (Sig.) y el nimero de muestras comparadas en cada emparejamiento
(N). La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Figura 2.- Representacion grafica de la correlacion entre sncRNAs. Se muestran las correlaciones
dos a dos entre sncRNAs. Cada punto corresponde a un individuo sano (verde), con hiperplasia
(amarillo), con adenoma (naranja) o con cancer de colon (rojo). Valores positivos del coeficiente “r”
de Pearson indican una correlacion positiva.

Expresion diferencial de sncRNAs en exosomas aislados mediante biopsia liquida de sangre
periférica de pacientes con cancer de colon, adenomas de colon, hiperplasias de colon e

individuos sanos

Se midieron los niveles de los 4 sncRNAs en el suero de los pacientes previamente descritos para
comprobar su representacion diferencial en exosomas aislados de sangre periférica. Como se observa en
la Figura 2, el test de ANOVA muestra diferencias significativas en la distribucion de los 4 sncRNAs
entre los distintos grupos de pacientes. Ademas, el test de Bonferroni en el que se analizan las relaciones
entre grupos dos a dos, demostré que los niveles de los 4 sncRNAs analizados se encontraban
diferencialmente representados en los exosomas aislados de sangre periférica de los individuos sanos
respecto de los exosomas de los individuos con cancer de colon, adenomas o hiperplasias (Figura 3). Sin
embargo, no hay diferencias estadisticamente significativas en los niveles de los sncRNAs entre los
individuos con lesiones diferentes en el colon.
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Figura 3.- Niveles de los sncRNAs 1-4 en los exosomas aislados de sangre periférica para los
grupos de estudio de colon. Se muestran los grupos sanos (verde), hiperplasia (amarillo), adenoma
(naranja) y cancer de colon (rojo). En la grafica se muestra el p-valor del test ANOVA para cada

biomarcador, asi como la significancia entre sanos y el resto de grupos (test Bonferroni).

Niveles de sncRNAs en exosomas aislados de sangre periférica como biomarcadores
diagndsticos de cancer de colon

La cuantificacion de los niveles de los 4 sncRNAs en exosomas aislados de las distintas series de
pacientes, asi como de individuos sanos se agruparon por terciles segun los niveles de representacion de
cada uno de ellos (33% y 66%) para obtener tres grupos con el mismo nimero de individuos y determinar
el valor diagndstico de los marcadores analizados para cancer de colon o las patologias incluidas en el
estudio. De este modo, los pacientes del primer tercil se incluyeron en el grupo de “niveles bajos” de
representacion de un determinado sncRNA, los pacientes en el segundo tercil se situaron en el grupo de
“niveles medios” y los pacientes del ultimo tercil en el grupo de “niveles altos".

En concordancia con los resultados obtenidos por el test de ANOVA, mediante el test de x> comprobamos

que los individuos incluidos en grupos de niveles “bajos”, “medios” y “altos” para cada uno de los
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sncRNAs se asociaban directamente con la presencia de patologia ya sea tumoral o benigna/premaligna e
independientemente del sncRNA analizado (tabla 3).

sncRMNAL sncRMAZ
Bajo | Medio | Alto | Total Bajo | Medio | Alto | Total
Sano 12 3 [i] 15 Sano 12 1 1] 13
Hiperplasia 0 3 5 a8 Hiperplasia 0 4 2 6
Adenoma 0 4 3 7 Adenoma 0 3 3 6
Tumor 2 5 [ 13 Tumor 0 5 7 12
Total 14 15 14 43 Total 12 13 12 37
Significancia del test y’= 1"80E-4 Significancia del test "= 5°55E-6
sncRMNAZ sncRNA4
Bajo | Medio | Alto | Total Bajo | Medio | Alto | Total
Sano 13 3 [i] 15 Sano 11 0 1 12
Hiperplasia 0 4 3 7 Hiperplasia 1 3 3 7
Adenoma 0 4 3 7 Adenoma 0 4 3 7
Tumaor 1 4 8 12 Tumaor 0 5] 6 12
Total 14 14 14 42 Total 12 13 13 38
Significancia del test y*= 1"18E-5 Significancia del test y*= 3'72E-5

Tabla 3.- Tablas de contingencia individuales para los 4 sncRNAs. Para cada uno de ellos, se
muestra la distribucion del numero de pacientes correspondientes en los grupos de cuantificacion
bajo-medio-alto al aplicar los terciles. En cada caso, se indica el valor de significancia del test x>

A su vez, se comprobo un comportamiento matematico similar de los pacientes con niveles medios o altos
de cada sncRNA en relacion a su asociacion con la presencia de patologias (tabla 3). Por tanto, estos
pacientes se agruparon en un mismo grupo, resultando en la comparacion de “niveles bajos” y “medios-
altos”. Desde esta nueva aproximacion, se puede cuantificar el numero de sncRNAs que un paciente
presenta con “niveles medios-altos”, siendo este valor de 0 en aquellos pacientes donde todos los
sncRNAs se encuentran en “niveles bajos”, y de 1-4 en funcion de si tienen 1, 2, 3 0 4 de los sncRNAs
analizados con valores medios-altos. Asi, se observod una fuerte asociacion entre el nimero de sncRNAs
medios-altos y la presencia de alguna patologia mediante el test estadistico y* (Tabla 4).

Numero de sncRNAs con niveles medios-altos en grupos de pacientes
0 1 2 3 4 Total
Sano 7 1 1 1 0 10
Hiperplasia 0 0 0 1 4 5
Adenoma 0 0 0 0 6 6
Tumor 0 0 0 1 9 10
Total 7 1 1 3 19 31

Tabla 4.- Conjunto total de sncRNAs medios-altos en los grupos de estudio en colon. Se muestra
para cada serie de pacientes la distribucion de individuos en los grupos con 0 a 4 sncRNAs medios o
altos. Los pacientes con tumores se distribuyen en su mayoria en el grupo de 4 sncRNAs medios o
altos, mientras que los individuos sanos se agrupan en su mayoria en el grupo de 0 sncRNAs
elevados. Valor de significancia del test y>= 3’6E-3.

El conjunto de estos datos indica claramente el uso potencial de estos 4 sncRNAs analizados en biopsia
liquida de sangre periférica como biomarcadores diagnosticos de patologia colonica.

Discusion

Tal y como se ha comentado previamente, los tumores presentan una gran heterogeneidad intratumoral, lo
que, sin duda, dificulta la fiel representacion de la complejidad del tumor mediante biopsia tisular [24].
En este contexto, la biopsia liquida a partir de fluidos biologicos se posiciona como un nuevo método de
deteccidon precoz. Se emplea para obtener compuestos como células tumorales circulantes (CTCs), ADN
libre circulante, ADN libre circulante que deriva del tumor, ARN libre circulante (incluyendo ARN no

codificante), exosomas y otras vesiculas extracelulares circulantes [22,23]. En estudios previos del grupo,
se identificé una serie de sncRNAs, que incluyen principalmente piRNAs y snRNAs, sobrerrepresentados



en exosomas derivados de CAFs respecto de exosomas derivados de fibroblastos normales (NFs) [20].
Consideramos que estos sncRNAs, al ser transportados en exosomas secretados por CAFs, podrian ser
detectados en exosomas aislados de sangre periférica de pacientes mediante biopsia liquida.

Trabajando en esta hipotesis, en el presente trabajo, hemos estudiado los niveles detectables de los
sncRNAs de interés en una serie de pacientes con cancer de colon, en pacientes con adenoma o
hiperplasia de colon y en individuos sanos. Los resultados de nuestro estudio muestran niveles elevados
de los sncRNAs 1-4 en pacientes con cancer de colon respecto a los individuos sanos. Curiosamente, los
mismos sncRNAs también presentan niveles elevados en exosomas aislados de sangre periférica de
pacientes con lesiones benignas/premalignas (adenoma e hiperplasia) respecto a los niveles encontrados
en individuos sin ninguna patologia digestiva diagnosticada. Por todo ello, el perfil de expresion de estos
4 sncRNAs no solo podria ser utilizado como biomarcador para el diagndstico de cancer de colon, sino
también en la deteccion de alteraciones previas al desarrollo del tumor. Apoyando el papel de los
elementos reguladores estudiados y de forma similar, otros autores también describieron niveles
desregulados de piRNAs en muestras de sangre de pacientes con CCR en comparacion con individuos
sanos [25].

En base a los resultados, la deteccion conjunta de los sncRNAs estudiados aumenta el potencial
diagndstico. Asi, los pacientes con cancer de colon presentaban valores mas elevados de los sncRNAs
analizados de forma conjunta, lo que indicaria una alta sensibilidad en el diagnoéstico del cancer de colon
(baja tasa de falsos negativos, equivalente a una alta tasa de verdaderos positivos). Por otra parte, los
pacientes sanos presentaban valores muy bajos de los sncRNAs analizados y tratados de forma conjunta,
revelando también una alta especificidad (baja tasa de falsos positivos). En cuanto a las lesiones
benignas/premalignas (hiperplasias y adenomas), las muestras analizadas mostraron también valores altos
de los sncRNAs en conjunto, indicando la elevada sensibilidad del estudio en patologias de colon
potencialmente tumorales y el posible uso potencial del analisis de estos sncRNAs como biomarcadores
diagnosticos para alteraciones pretumorales mediante biopsia liquida, lo que mejoraria la sensibilidad de
las herramientas actuales de screening como el test de sangre oculta en heces que solo detectarian entre el
30 y 50% de estas patologias [26].

A pesar de que hay un gran ntimero de evidencias que destacan la importancia del microambiente tumoral
en el desarrollo tumoral y de los CAFs en concreto, las alteraciones en estas células no son consideradas
en el momento del diagndstico o en la toma de decisiones clinicas asociadas a los tratamientos y
seguimientos de los pacientes oncologicos. Nuestros datos resaltan la identificacion de nuevos
biomarcadores derivados de los fibroblastos asociados a tumores con claro valor diagndstico para
diferentes patologias colonicas. Consideramos interesante la posibilidad de validar nuestros resultados en
series de pacientes mas largas, asi como de extrapolarlos a otros tumores digestivos. En definitiva,
nuestros resultados enfatizan los esfuerzos en curso para descifrar los biomarcadores derivados de los
fibroblastos asociados a tumores con el fin de poder realizar diagnosticos tempranos, lo que conduce a
optimizar las estrategias terapéuticas en la practica clinica y asi aumentar la supervivencia y calidad de
vida de los pacientes con cancer de colon.
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