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Abstract:

Colorectal cancer (CRC) is a disease characterized by the uncontrolled growth of cells in any of the four portions of the colon or in
the rectum, it is a public health problem throughout the world. In Mexico, it is the third most prevalent cancer and ranks second place
with regards to mortality. The main inherent risk factor for CRC is increasing age. Modifiable and non-modifiable risk factors are
present in this pathology, leading to limited evidence of their presence. Among the diagnostic options that are currently available,
options for stool tests and endoscopic and / or radiological visual examinations. Biomarkers with characteristics of specific biological,
pathogenic, or pharmacological processes have been shown to be objective indicators and have been reported to improve the diagnosis,
prognosis, and therapy of CRC. In this review, we will illustrate the main biomarkers identified in extracellular vesicles isolated from
tissue affected by CRC.
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Resumen:

El cancer colorrectal (CCR), una enfermedad caracterizada por el crecimiento descontrolado de células en cualquiera de las cuatro
porciones del colon o en el recto, es un problema de salud publica en todo el mundo. En México, este cancer ocupa el tercer lugar con
respecto a incidencia y el segundo lugar con respecto a defunciones. El principal factor de riesgo inherente para el CCR es la edad
avanzada. Se presentan factores de riesgo modificables y no modificables en esta patologia que lleva a tener evidencias limitadas de
su presencia. Dentro de las opciones de diagnéstico con las que se cuentan en la actualidad encontramos opciones de pruebas en
heces y examenes visuales endoscépicos y/o radiolégicos. Se ha demostrado que los biomarcadores con caracteristicas de procesos
bioldgicos, patogénicos o farmacoldgicos especificos fungen como indicadores objetivos y su deteccion oportuna mejora el
diagndstico, el prondstico y la terapia del CCR. En esta revision, ilustraremos los principales biomarcadores identificados en vesiculas
extracelulares aisladas de tejido afectado por CCR.
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en todo el mundo, en el 2020 se registraron poco méas de 19
millones de nuevos casos y cerca de 10 millones de

.. . . , , . i 1 i
La incidencia y la mortalidad por cancer crece répidamente defunciones”. Las razones son complejas, pero puede_r} estar
asociadas al envejecimiento, crecimiento de la poblacion, asi
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como los cambios en la prevalencia y distribucion de los
principales factores de riesgo de cancer y al desarrollo
socioecondémico.

El cancer colorrectal (CCR) es un problema de salud publica
en todo el mundo, es una enfermedad caracterizada por el
crecimiento descontrolado de células en cualquiera de las
cuatro porciones del colon o en el recto. Generalmente, antes
de la apariciéon del cancer se desarrollan formaciones o
lesiones premalignas de tejido en la pared interna del colon
o recto, llamadas pélipos; estas formaciones pueden aparecer
en cualquier porcidn del intestino grueso y tardaran entre 10
y 15 afios en crecer a un tamafio detectable. Con el tiempo,
los polipos pueden transformarse en  cancer
(adenocarcinoma) lo que los hacen idéneos a prevencion
secundaria, es decir, a ser diagnosticado en etapas tempranas
de la patologia®*.

El principal factor de riesgo inherente para el CCR es la edad
avanzada, presentandose con mayor frecuencia en
individuos mayores de 50 afos*. Las estrategias de
prevencién primaria para reducir la incidencia de CCR
incluyen implementacidn de politicas publicas asociadas a la
promocidn de cambios de conducta individual, favoreciendo
modificaciones en la dieta, practica regular de ejercicio,
mantenimiento de un peso saludable y reduccion en el
consumo de tabaco y alcohol®. La prevencion secundaria
para CCR se realiza a través de pruebas de tamizaje, como
son: la sangre oculta en heces, rectosigmoidoscopia 0
colonoscopia que detectan pdlipos que pueden eliminarse
antes de que desarrollen cancer. El tamizaje para CCR es una
estrategia efectiva para reducir su mortalidad en
aproximadamente un promedio del 20%°%’. Cuando el CCR
se detecta en etapas tempranas la tasa global de
supervivencia puede alcanzar el 90%, mientras que, cuando
se diagnostica en etapas avanzadas, las posibilidades de
supervivencia son considerablemente menores®.

Aungue la evidencia acumulada de numerosos estudios ha
demostrado estrategias de diagndstico temprano, terapia y
prediccion del prondstico en el CCR; actualmente sigue
siendo un gran desafio proporcionar una guia clinica objetiva
para los pacientes individuales®°, Se ha demostrado que los
biomarcadores con caracteristicas de procesos biologicos,
patogénicos o farmacoldgicos especificos son indicadores
objetivos y su aplicacion mejora el diagndstico, el pronostico
y la terapia del CCR!213, Durante las Gltimas décadas, la
investigacion en la temética del cancer se ha centrado en el
estudio de nuevos biomarcadores y sus funciones
fisiologicas. Nuestro grupo de investigacién busca
determinar nuevos biomarcadores en pacientes con CCR, a
partir del andlisis de las vesiculas extracelulares que son un
grupo heterogéneo de vesiculas limitadas por membrana
cargadas con diversas proteinas, lipidos y &cidos nucleicos.
De tal manera, el objetivo de esta revision es dar a conocer
los principales biomarcadores identificados de vesiculas
extracelulares aisladas del CCR.

1. Cancer Colorrectal
1.1. Anatomia del colon

El colon o intestino grueso es el Gltimo segmento del tubo
digestivo. Tiene una longitud aproximada de 1,5 metros y se
extiende desde el final del intestino delgado hasta el ano. Su
didmetro es mayor en su origen (colon ascendente, diametro
de 7 cm) y disminuye en su trayectoria (colon transverso y
descendente, diametro de 4 cm), solo para dilatarse otra vez
al llegar al recto, originando la ampolla rectal.
El colon derecho se inicia en el ciego, continGa con el colon
ascendente, el angulo hepatico y termina en el colon
transverso proximal**®, El colon izquierdo comprende la
porcién distal del colon transverso, angulo esplénico, colon
descendente, sigmoides, rectosigmoides y canal anal. El
colon transverso y el sigmoides estan suspendidos en la
cavidad peritoneal por tejido conectivo, los mesenterios, en
tanto que el colon ascendente y el descendente estén fijos al
retroperitoneo*1516, Diversas funciones se le han atribuido,
dependiendo la zona del colon que se refiera. La funcion
principal del colon ascendente y transverso es la absorcion
de agua y electrolitos (Na*, K*, etc.), mientras que en el
colon descendente y recto se almacenan las materias fecales
antes de su expulsiéon por el ano'’. Tanto el colon como el
recto estan constituidos por varias capas de tejido, la mas
interna es la mucosa, seguida por la submucosa, y mas
externamente se sitdia la capa muscular (su contraccion logra
el avance del contenido del tubo digestivo) que a su vez esta
recubierta por la serosa (capa mas externa). En la mucosa
existen glandulas productoras de moco que protegen el
interior del colon y del recto, en ellas es donde se producen
cerca del 95 % lostumores malignos'®. Este proceso
comienza con una cripta aberrante, que evoluciona hacia una
lesion precursora neoplasica (un pélipo) y eventualmente
progresa a CCR durante un periodo estimado de 10 a 15
afios. Actualmente se asume que la célula de origen de la
mayoria de los canceres colorrectales es una célula madre o
una célula parecida a ella'®*°,

1.2. Epidemiologia

Se estipula que el CCR aumente debido al crecimiento y
envejecimiento de la poblacion, asi como a la adopcion de
comportamientos y estilos de vida que incrementan el
riesgo®. Tomando de referencia la base de datos
GLOBOCAN 2020 de la Agencia Internacional de
Investigacion en Cancer (IARC) de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), se registra una incidencia de 1.93
millones de nuevos casos de CCR a nivel mundial,
colocandolo en tercer lugar solo por detras del de mama y
pulmon. Se estima que para el 2040 la incidencia de CCR
incremente a aproximadamente 3.15 millones de nuevos
casos. EI CCR es el segundo cancer con mayor mortalidad
(935,173 decesos en el afio 2000) y se prevé que para el 2040
esta tasa aumente a cerca de 1.62 millones de muertes. En
México este tipo de cancer es el tercero con mayor
incidencia con un estimado de 14,901 casos y una
proyeccion en 20 afios de 25,800 nuevos casos. En el caso
de la letalidad a nivel nacional esta patologia ocupa el
segundo lugar donde es de destacar el alto indice de
mortalidad, de alrededor del 50%. Mientras canceres con
mayor incidencia como el de mama y prostata tienen un
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indice de letalidad de alrededor del 25-30%. Se estima se referidos son inclusivos de ambos sexos y de todas las
visualiza que dentro de dos décadas se dupliquen los decesos edades!*l.
en el pais a consecuencia de este cancer (figura 1). Los datos
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por CCR en México. a) Se muestra la incidencia de nuevos casos de CCR en el pais en 2020 colocandolo
en tercer lugar con 14, 901 casos. Si hablamos por sexo, en mujeres se sit(ia en cuarto lugar con 6,695 nuevos casos, por detras del cancer
de mama, cervicouterino y tiroides. La incidencia en hombres lo posiciona en segundo lugar con 7,936 nuevos casos solo después del cancer
de prostata. b) Se muestra la mortalidad por CCR en el pais en 2020 colocandolo en segundo lugar con 7, 751 casos. Si hablamos por sexo
en mujeres se sitUa en cuarto lugar con 6, 585 muertes, por detras del cancer de mama, cervicouterino e higado. La mortalidad en hombres
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lo posiciona en tercer lugar con 4, 170 defunciones solo después del cancer de prostata y pulmon. Los datos y graficos en ambos incisos
son para todas las edades. Imagenes adaptadas y traducidas de la base de datos Globocan 2020; hhtp://gco.iarc.fr

1.3. Signosy sintomas

Generalmente, los sintomas aparecen en etapas avanzadas,
por lo que es importante estar atento a ellos. Encontramos
cambios en la defecacion por varios dias, donde se presenta
diarrea intermitente, estrefiimiento y heces mas delgadas®®.
Uno de los sintomas mas frecuentes del CCR es el sangrado
en heces, puede tratarse de sangre roja, mas habitual en
tumores de recto, sigma y colon descendente, o de sangre
negra, que se mezcla con las heces dando lugar a
deposiciones de color negro también llamadas melenas®4.
Las melenas aparecen con mas frecuencia cuando el tumor
estd situado en el colon ascendente. Otros signos que son
considerados importantes en el CCR son los colicos o dolor
abdominal, la sensacion persistente de defecar y pérdida
inexplicable de peso. Estos sintomas pueden ser
ocasionados por otras enfermedades comunes y, por lo
tanto, frecuentemente son ignorados 5172,

1.4. Factores de riesgo

En estudios epidemioldgicos, el sexo masculino e
incremento de la edad han mostrado consistentemente una
fuerte asociacion con la incidencia de enfermedades. Tanto
los factores hereditarios como los ambientales intervienen
en el desarrollo del CCR (figura 2). Entre los factores de
riesgo que no son modificables, se encuentran: la
formacion de polipos en el colon; enfermedad inflamatoria
intestinal y los antecedentes familiares que, parecen tener
un papel en el 10-20% de todos los pacientes con CCR?,
segun el nimero y grado de los parientes afectados y la
edad del diagndstico del CCR?. Varios factores
ambientales incorporados en el estilo de vida son,
mayoritariamente, modificables. Dichos factores incluyen:
el tabaquismo, ingesta excesiva de alcohol, aumento de
peso corporal, ingesta de carne roja y procesada. Aunque
la diabetes tipo 2 y el CCR comparten algunos de los
mismos factores de riesgo (como la obesidad, inactividad
fisica), las personas con diabetes tipo 2 mantienen su
mayor riesgo después de corregir estos factores?+2526.27.28,
Los estudios sobre la microbiota col6nica sugiere que la
infeccion con especies bacterianas especificas, como
Fusobacterium nucleatum y Bacteroides fragilis, podria
aumentar el riesgo de desarrollar CCR?%%,

2. Deteccion y diagnostico

No existe un consenso categorico sobre la técnica preferida
de tamizaje para neoplasias y CCR porque ninguna de las
pruebas utilizadas es completamente id6nea para todos los
grupos de riesgo; ademas no todos los paises cumplen con
los requerimientos, infraestructura, personal y protocolos
para llevar a cabo un programa de tamizaje correcto, tal es
el caso en México. La eleccion de la prueba depende en
muchos casos de su eficiencia y desempefio,
conjuntamente del nivel de recursos del lugar donde se
establezca el programa®L. La colonoscopia es el estandar de

oro, sin embargo, la recomendacion general para un
programa de tamizaje seria someter a la poblacion a un
proceso rapido, usando una prueba de sangre oculta en
heces preferentemente una Prueba Inmunoquimica Fecal
(FIT por sus siglas en inglés) y seleccionar a los individuos
que obtengan un resultado positivo para una colonoscopia.
Independientemente de la técnica utilizada, un programa
organizado de tamizaje debe asegurar la calidad de
desempefio y garantizar su alcance a proporciones altas de
la poblacion®. Dentro de las opciones con las que se cuenta
en la actualidad encontramos opciones de pruebas en heces
y examenes visuales endoscépicos y/o radiolégicos.

2.1. Pruebas en Heces

Los tumores cancerosos y algunos pdlipos grandes sangran
intermitentemente en el tracto intestinal. Esta sangre, que
puede no ser visible, es detectable dentro de las heces
mediante pruebas especiales®.

2.1.1. Prueba de Sangre oculta en Heces tipo
Guayaco (gFOBT)

Estas pruebas emplean una reaccién quimica para detectar
sangre en las heces. El sangrado por CCR puede ser
esporédico o indetectable, por lo que los resultados de las
pruebas precisas requieren pruebas anuales de tres
muestras de deposiciones consecutivas. Se debe instruir a
los pacientes para que eviten los farmacos
antiinflamatorios no esteroides (AINES) y la carne roja
durante los tres dias previos a la prueba, ya que pueden dar
lugar a resultados falsos positivos (QFOBT detecta sangre
de cualquier fuente, incluida la carne en la dieta). También
se deben evitar la vitamina C y grandes cantidades de jugos
citricos, ya que también pueden dar lugar a falsos
positivos®.

2.1.2. Prueba Inmunoquimica Fecal (FIT)

La prueba FIT (también denominado a veces FOBT
inmunoquimico, o iFOBT) utiliza anticuerpos contra la
hemoglobina para detectar sangre oculta en las heces. Las
primeras versiones de esta prueba no fueron tan efectivas
para detectar el céncer como las versiones actuales,
altamente sensibles, que han estado en el mercado por mas
de 10 afios®3., FIT es mas conveniente que gFOBT porque
no requiere restricciones dietéticas (solo detecta sangre
humana) y generalmente requiere la recoleccion de menos
muestras de heces®. El FIT también es especifico para el
sangrado que se produce a nivel colorrectal, por lo tanto,
tiene menos resultados falsos positivos que el gFOBT entre
poblaciones con una alta prevalencia de infeccion por
Helicobacter pylori, que puede causar sangrado
estomacal®.
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Factores de riesgo para el desarrollo de CCR
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Figura 2. Factores de riesgo modificables y no modificables para el CCR. Se ilustra el grupo de factores hereditarios como aquellos de
riesgo no modificables. Los factores de riego modificables existen dos tipos: los que aumentan el riesgo, tales como fumar, ingesta de
alcohol, sobrepeso u obesidad, Diabetes tipo 2, terapia hormonal para la menstruacion, entre otros; y los que disminuyen el riego
encontramos la actividad fisica, fibra dietética, ingesta de pescado, vitaminas entre otros. La figura fue adaptada de Servier Medical Art,
https://smart.servier.com/, y empleadas bajo Creative Commons Attribution 3.0.

2.1.3. Prueba Fecal de ADN (FIT-DNA
Cologuard®)

Esta prueba se conoce como “multi-target” porque no solo
detecta sangre en las heces, sino también ciertas
mutaciones genéticas en el ADN de las células que se
desprenden de las heces por adenomas grandes y CCR. Los
pacientes con un resultado positivo de la prueba son
referidos para una colonoscopia. Se ha demostrado que
Cologuard® detecta el cancer y las lesiones precancerosas
con més frecuencia que la FIT, pero también da mas
resultados falsos  positivos, repercutiendo en
colonoscopias innecesarias®. Ademas, al tratarse de una
prueba nueva, los beneficios y los riesgos asociados (si
existieren), no se han establecido. Aunque esta reconocida
como una opcién de evaluacion aceptable y no todos los
programas de seguridad en salud cubren el costo de esta
prueba®’.

2.2. Examenes Visuales Endoscopicos
2.2.1. Colonoscopia

Colonoscopia es un estudio eficiente de tamizaje para CCR
siempre y cuando se realice bajo los criterios de calidad
internacionales, esto implica cumplir con la normatividad
vigente local y solo se le considerara una colonoscopia
completa (CC) hasta que se haya canulado el ciego con un
tiempo de retirada minimo de 7 minutos. Una CC permite
la visualizacion directa de la mucosa colénica, biopsia de
lesiones y extirpacién de poélipos en todo el colon. La
sensibilidad y especificidad para CCR y adenomas
avanzados (AA) son muy altas. La CC es la prueba de
confirmacion utilizada en caso de una prueba positiva para
todas las estrategias de deteccion anteriores. La eficacia de

la CC muestra un impacto relevante en la incidencia
(reducido en un 66-90% en comparacion con la poblacién
general) y la mortalidad (31-65%)%. La colonoscopia
como prueba de deteccion de CCR no estd exenta de
limitaciones. Se ha informado una alta variabilidad inter-
operacional en la tasa de deteccion de adenomas y esta
caracteristica se ha asociado con el riesgo posterior de
CCR¥. Por lo tanto, son necesarios programas de
capacitacion adecuados para los endoscopistas, asi como
un control continuo de la calidad. Los efectos colaterales
de la CC son raros, pero méas frecuentes que con una
sigmoidoscopia flexible (SF). Muchas caracteristicas
propias del procedimiento afectan negativamente la
aceptabilidad de la CC como prueba de detecciéon de
primera linea: es un examen invasivo, que requiere una
limpieza intestinal exhaustiva, consume mucho tiempo,
costosa y dolorosa®.

2.2.2. Sigmoidoscopia Flexible (SF)

Ensayos clinicos controlados aleatorizados han
demostrado que el empleo de la SF reduce la mortalidad
por CCR en un 22-31%, ademas de disminuir la incidencia
en un 18-23% a través de la inspeccion visual de la mucosa
coldnica, la toma de biopsias y la extraccion de pélipos en
el tracto distal del colon. Por obviedad el impacto del
tamizaje con SF en las tasas de incidencia y letalidad de
CCR se limita al colon distal. Una estrategia combinada
que use SF y gFOBT / FIT no parece resolver el
problema®. En general, el SF es una prueba segura con
reportes de tasas de complicaciones muy bajas y no
requiere sedacion del paciente.

2.2.3. Sigmoidoscopia Rigida (SR)
10
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La SR ha estado en uso para la deteccién de CCR del area
rectosigmoidea desde finales de 1930. El sigmoidoscopio
rigido estandar tiene una profundidad de insercion
potencial de 25 cm, aunque la profundidad de insercion
mas comun ha sido un promedio de 17-20 cm en la mayoria
de las series*. Si comparamos la SR con la SF es evidente
el mayor alcance y tolerabilidad del segundo, lo cual
promueve su uso con mayor frecuencia, ademas de que hoy
en dia, practicamente todos los equipos de SF ofrecen la
oportunidad de  documentar  digitalmente  los
procedimientos. Desde nuestra perspectiva, la SR debe de
seguir considerandose como parte del armamentario
diagnostico, en especial con lesiones que ocupen el tercio
medio y distal del recto.

2.3. Examenes visuales radiolégicos
2.3.1. Colonografia por tomografia
computarizada TC o TAC (CTC) o
Colonoscopia virtual

La CTC es una opcidn radiografica minimamente invasiva
para la deteccion del CCR. Utiliza la tomografia
computada para generar imagenes bidimensionales (2D)
que permiten una reconstruccion tridimensional (3D)
adicional con la asistencia de la tecnologia de un software.
En conjunto, la evaluacion de imagenes 2D y 3D permite
una deteccion precisa de neoplasias®. La CTC es menos
invasiva que la colonoscopia o la sigmoidoscopia, no
requiere tiempo de recuperacién y, en general, demora
aproximadamente de 10 a 15 minutos en completarse. Los
pacientes con pélipos de mas de 5 milimetros u otros
resultados anormales se envian para colonoscopia,
Optimamente el mismo dia para evitar la necesidad de una
segunda preparacién intestinal. Los estudios han
demostrado que el beneficio de la CTC es similar a la
colonoscopia para la deteccion de cancer invasivo y
polipos de aproximadamente 1 centimetro o maés, pero
tiene una sensibilidad menor para pélipos mas pequefios®.

2.3.2. Enema de bario o colon por enema

En esta prueba, se introduce sulfato de bario en un colon
limpio a través del recto para llenar y abrir parcialmente el
colon. Posteriormente, se introduce aire para expandir ain
mas el colon y se toman radiografias. Este método es
menos sensible que la colonoscopia para visualizar pélipos
pequefios o CCR. Si se observa un polipo u otra anomalia,
el paciente debe ser referido para una colonoscopia. El uso
de este procedimiento se ha vuelto muy poco frecuente
debido a la mayor disponibilidad de la colonoscopia®.

3. Biomarcadores moleculares

Un biomarcador se define como una molécula biolégica
capaz de fungir como indicador medible, extraible de
fluidos corporales o tejidos, mediante los cuales se puede
identificar un proceso patoldgico o fisiolégico particular, 0
de una afeccion o enfermedad*-*2. Los biomarcadores son
herramientas valiosas para la deteccion, el diagnéstico, el
prondstico del paciente y la eleccion del tratamiento del

cancer y otras enfermedades. También se pueden utilizar
para localizar el tumor, detectar el avance del cancer y
determinar la mejor opcidn terapeutica®®. Las alteraciones
celulares pueden deberse a varios factores, que incluyen
mutaciones de la linea germinal o somaticas, cambios
transcripcionales y modificaciones postraduccionales.

Existe una enorme variedad de biomarcadores que pueden
incluir proteinas (por ejemplo, una enzima o receptor),
acidos nucleicos (por ejemplo, un microARN u otro ARN
no codificante), anticuerpos y péptidos, entre otras
categorias. Un biomarcador también puede ser una
coleccion de alteraciones, como la expresion génica, las
firmas protedmicas y metabolémicas*. Los biomarcadores
pueden detectarse en la circulacion (sangre total, suero o
plasma), secreciones o excreciones (heces, orina, esputo o
secrecion del pezon) y, por lo tanto, se pueden evaluar
facilmente de forma no invasiva y en serie, 0 pueden
derivarse de tejidos, y requieren biopsia o imagenes
especiales para su evaluacion®.

Los biomarcadores genéticos pueden heredarse y
detectarse como variaciones de secuencia en el ADN de la
linea germinal aislado de sangre total, esputo o células
bucales, o pueden ser somaticos e identificarse como
mutaciones en el ADN derivado de tejido tumoral®.
Existen varios marcadores moleculares que participan
directamente en los mecanismos de proliferacion de células
neoplasicas y la secrecién de glicoproteinas anormales
contenidas en el moco producido en el desarrollo del
CCR46'47.

4. Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (EV) son una familia
heterogénea de vesiculas limitadas por membrana que
tienen un origen diverso. En 1983 Pan y Johnstone*® fueron
de los primeros en describir las EV. Inicialmente, se
demostré que la liberacién de EV era parte de un
mecanismo de eliminacién para descartar materiales no
deseados de las células. Investigaciones posteriores han
demostrado que la liberacién de EV también es un
mediador importante de la comunicacion intercelular que
existe de manera fisiol6gica y también patologica®®5052,

Las EV se clasifican actualmente de acuerdo a su
biogénesis, tamafio y densidad. En este sentido, las
microvesiculas (MV) se generan por protrusiones de la
membrana plasmética que son liberadas al espacio
extracelular y tienen en promedio un didmetro entre 100 y
1000 nm%2, Otro proceso de liberacién involucra la
gemacion hacia adentro de la membrana endosomal, lo que
resulta en la formacion de cuerpos multivesiculares
(MVB), con exosomas liberados por fusién de la
membrana externa de MVB a la membrana plasmatica®3>.
Las vesiculas también pueden liberarse de estructuras
nanotubulares que se extienden desde la membrana
plasmatica®.

Los exosomas se generan a partir de endosomas que
posteriormente forman cuerpos multivesiculares con un
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alto contenido de vesiculas intraluminales (ILV). Cuando
las ILV se liberan al espacio extracelular reciben el nombre
de exosomas y tienen un tamafio entre 20 y 120 nm. Los
cuerpos apoptoticos se generan a partir de células en
proceso de muerte celular programada y tienen un tamafio
entre 1000 y 5000 nm?36:57:58,

Las diferencias en cuanto a su biogénesis permiten que las
EV contengan diversas moléculas asociadas a su
membrana o en su interior (proteinas, mMRNAS, IncCRNAs,
miRNAs gDNA, lipidos, etc.), muchas de estas moléculas
son funcionales y pueden transferirse a otras células de
manera paracrina o endocrina, inclusive de manera
autocrina, y desencadenar una respuesta biolégica.

Se han llevado a cabo diversas investigaciones para
caracterizar y determinar el contenido de las EV, lo que ha
resultado en la creacion de bases de datos de acceso publico
con una gran cantidad de informacion al respecto, que
incluyen el contenido de proteinas, acidos nucleicos y
lipidos junto con los procedimientos de aislamiento y
purificacién. Entre la cuales podemos mencionar ExoCarta
(http://www.exocarta.org), Vesiclepedia
(http://www.microvesicles.org/) y EVpedia
(http://evpedia.info) %°.

5. Biomarcadores en CCR

La busqueda de marcadores moleculares en CCR ha sido
de gran interés en los Ultimos afios. Una extensa
investigacién ha revelado que el CCR se desarrolla a través
de tres vias principales: (1) anomalias cromosémicas que
conducen a mutaciones de oncogenes y genes supresores
de tumores (via clasica), caracterizadas por la progresion
del adenoma-carcinoma; (2) la via de inestabilidad de
microsatélites que resulta de defectos en el sistema de
reparacion del ADN; 'y (3) modificaciones
postraduccionales y epigenéticas.

Cientos de moléculas involucradas en la via de
inestabilidad cromosdmica se han asociado con el
prondstico; sin embargo, solo un marcador Unico, la via del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), ha
demostrado con éxito su utilidad clinica hasta la fecha®, en
gran parte debido a la complejidad y redundancia de las
vias celulares, asi como la falta de terapias que puedan
apuntar a los diferentes biomarcadores. Si bien la
investigacion clinica continua hacia nuevas modalidades
de tratamiento, sigue siendo imperativo encontrar
biomarcadores moleculares que permitan detectar de
manera no invasiva y en fases tempranas el CCR, asi
mismo, biomarcadores que den la opcion de generar
terapias mas eficaces.

La via del EGFR esta implicada en la via de inestabilidad
cromosdmica, y es un blanco terapéutico principal en el
CCR localmente avanzado. Sin embargo, este tratamiento
solo es (til para pacientes con el homélogo del oncogén
viral del sarcoma 2 de rata de Kirsten v-Ki-ras2 (KRAS) de
tipo salvaje (Wt-KRAS) 6162, | a activacion anormal de las
vias de sefializacion del EGFR en el CCR se asocia
principalmente con tres mutaciones en las vias de la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) vy la

fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K): KRAS, el homélogo
del oncogén viral RAS (v-ras) de neuroblastoma (NRAS)
y el homologo B1 del oncogén viral del sarcoma murino v-
raf (BRAF); estas tres mutaciones ocurren en mas de la
mitad de todos los casos de CCR®3,

La mutacién de algunos de los componentes de la via
EGFR, especificamente BRAF V600E®, KRAS (exdn 2,
3, 4) y la mutacion NRAS (ex6n 2, 3, 4) hacen que las
células malignas se vuelvan resistentes a la terapia anti-
EGFR; por lo tanto, los pacientes no deben ser tratados ni
con cetuximab ni con panitumumab. Como resultado,
todos los pacientes con CCR metastésico deben someterse
a una investigacion del estado de la mutacién de KRAS /
NRAS y BRAF antes del inicio del tratamiento.
Actualmente, se realiza un esfuerzo intenso en la
identificacion de biomarcadores nuevos para la deteccién
de CCR en sangre, heces y otros fluidos bioldgicos. Hay
tres tipos principales de marcadores: de pronostico,
prediccion y diagndstico, sensibles y especificos que se
estan desarrollando®47:

Diagnostico: estos marcadores se utilizan para la
estratificacion del riesgo y la detecciéon temprana de
polipos colorrectales.

Prondstico: estos marcadores dan una indicacion de la
probable progresion de la enfermedad.

Predictivo: este tipo de marcadores moleculares se utilizan
para predecir las medidas de tratamiento que se deben
tomar en un paciente.

Se enlistan los biomarcadores mas estudiados a la fecha y
clasificados segln su tipo (Figura 3):

6. Biomarcadores en VE de CCR

En algunos tipos de cancer se ha observado que las células
tumorales liberan una mayor cantidad de EV comparadas
con células normales. Ademas, su contenido molecular es
diferente y hace posible que existan moléculas que posean
las caracteristicas de un biomarcador®.

6.1. miRNAs

Los miRNA son RNA pequefios no codificantes de
aproximadamente 18 a 25 nucleétidos (nt) de longitud. Se
han reportado algunos mMiRNAs expresados en VE
sanguineas de pacientes con CCR que pueden ser
biomarcadores potenciales para el diagnostico clinico. Se
han encontrado que siete miRNA (miR-23a, miR-1246, let-
7a, miR-1229, miR-150, miR-223 y miR-21) estan
altamente expresados en las VE séricas de pacientes con
CCR, pero disminuyen significativamente después de la
reseccion quirtrgica®. Los miR-23a, miR-1246 y miR-21
han mostrado una mejor precisién diagnostica para el CCR
que los demas. Las curvas de caracteristica operativa del
receptor (ROC) son herramientas poderosas para evaluar el
rendimiento de los biomarcadores de diagnéstico, y el
valor del area bajo la curva (AUC) representa su precision
general®’. Cuanto mas cercano esté el valor de AUC a 1,0,
mayor serd la sensibilidad y especificidad®®. Las curvas
ROC muestran que el AUC de miR-23a, miR-1246 y miR-
21 son 0,953, 0,948 y 0,798, respectivamente.
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Figura 3. Biomarcadores moleculares para CCR. Se representa los biomarcadores moleculares mas estudiados a la fecha y clasificados de

acuerdo con sus caracteristicas de estudio, enfoque y uso para el CCR.

En otro estudio identificaron 11 miRNA que se expresaron
de manera diferencial en las VE séricas de pacientes con
CCR. Descubrieron que la alta expresion de miR-23a y
miR-301a en VE en pacientes con CCR. Los valores de
AUC para miR-23a y miR-301a fueron 0,900 y 0,840,
respectivamente®®, En otro trabajo, los niveles de miR-486-
5p aumentaron notablemente en VE plasmaticas de
pacientes con CCR™. ElI AUC de miR-486-5p para
discriminar a los pacientes con CCR de los normales
controles (NC) fue de 0,713. De manera similar, también
se encontré que miR-6803-5p estaba claramente elevado
en VE séricas, considerandose un indice de diagndstico
potencial en pacientes con CCR’. Otra investigacion
examind sisteméaticamente los RNA en VE plasmaticas de
pacientes con CCR se identificaron biomarcadores
especificos mediante secuenciacion de RNA. Tres miRNA
(let-7b-3p + miR-139-3p + miR-145-3p) se enriquecieron
significativamente en VE plasmaticas’.

Otro estudio encontré 8 miRNAs en VE aisladas de células
epiteliales por ensayos de inmunoafinidad hacia el
marcador EpCAM. Los pacientes con CCR mostraron un
aumento en los niveles de expresion hacia estos mMiRNAs,
mientras que los controles sanos mostraron una menor
expresion. Especulan que esos miRNAs son de origen
tumoral y pueden tener potencial como biomarcadores no
invasivos. La comparacién de mucosa normal y tejido
tumoral indica que 5 de los 8 miRNAs estan regulados
negativamente (miR-16-5p, miR-23b-3p, miR-27b-3p,
miR-30b-5p y miR-30c-5p) y 3 regulados positivamente en
tumores (MmiR23a-3p, MiR-27a-3p y miR-222-3p). Esta
desregulacion en su expresion puede ser consistente con los
niveles aumentados o disminuidos en la sangre de
pacientes con CCR 73,

Los microARN circulantes contenidos en VE (VE-

miRNA) han cobrado importancia recientemente como
nuevos marcadores de diagnéstico del cancer. Diferentes
miRNAs se han encontrado altamente 0 poco expresados
en las VE aisladas del suero o plasma de pacientes con
CCR. Entre los que se encuentran altamente expresados
estan miR-1246, miR-21, miR-23a, miR-92a, miR-486-5P,
miR-17, miR-19A y miR-125A-3P. En el caso de los
miRNAs poco expresados se han reportado a miR-548C-
5P y miR-125A-5P. En el caso de los VE-miRNAs
obtenidos a partir lineas celulares de CCR se tienen los
siguientes miRNA sobre regulados: miR-1246, miR-21,
miR23a, miR-200c, miR-203a, miR-145, miR-17, miR-
19ay miR-764174,

6.2. IncRNAs

Los IncRNA, son RNA no codificante de méas de 200 nt de
longitud, regulan una plétora de procesos bioldgicos
fundamentales (es decir, ciclo celular, remodelacion de la
cromatina, modificaciones de histonas, empalme vy
apoptosis) en diferentes niveles (transcripcional,
postranscripcional,  traslacional, postraduccional vy
epigenético)”.

Se han encontrado expresados en las VE sanguineas de
pacientes con CCR. Se ha informado de que la
sobreexpresion del IncRNA de la neoplasia colorrectal
diferencialmente expresada-h (CRNDE-h) en las VE
séricas de pacientes con CCR puede servir como un
biomarcador potencial”. Otro estudio confirmé que el
IncRNA del receptor de resistencia a los anti-estrégenos
tipo 4 en del cancer de mama (BCAR4), el mRNA de la
proteina 5-4 asociada a la queratina (KRTAP5-4) y el
mRNA de la familia A3 de antigenos de melanoma
(MAGEA3) aumentaron en las VE séricas de los pacientes
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con CCR”. Un estudio reciente demostr6 que la
disminucion en la expresion del IncRNA 1 asociado a
cancer urotelial (UCAL) y sobre regulacién del circRNA
de la proteina quinasa 3 que interactdia con el homodominio
(HIPK3) en las VE séricas de pacientes con CCR podrian
ser candidatos para el diagnostico no invasivo.

6.3. Proteinas

Muchos estudios han revelado la expresion diferencial de
proteinas en VE sanguineas de pacientes con CCR y
controles sanos. En un estudio, se encontrd6 que 36
proteinas estaban reguladas positivamente y 22 reguladas
negativamente en las VE derivadas del suero de pacientes
con CCR. Las proteinas sobre reguladas participan en
procesos que modulan el microambiente tumoral y la
metastasis, mientras que las proteinas reguladas
negativamente participan principalmente en el crecimiento
y la supervivencia de las células tumorales™.

Otro trabajo mostrd que la proteina de choque térmico 60
(Hsp60) en VE plasmaticas de pacientes, es un candidato
prometedor para el diagnéstico de CCR. Hsp60, una
chaperona involucrada en la tumorogénesis, se expresa en
gran medida en VE plasmaticas de estos pacientes, pero
obviamente disminuye después de la cirugia®.
Recientemente, se sugirié que VE plasmaticas positivas
para glipicano-1 (GPC1) de pacientes con CCR son un
indicador especifico para el diagnostico. El porcentaje de
VE-GPCL1 (+) y la expresion de la proteina GPC1 en estos
VE aumentaron notablemente, pero ambos se normalizaron
después de la cirugia®. Una investigacion descubrié
niveles significativamente elevados de VE positivas para la
proteina de transmembrana CD147 en el plasma de
pacientes con CCR. La curva ROC indic6 que la
concentracion de exosomas CD147 (+) en plasma tenia una
excelente capacidad de diagndstico con un AUC de
0,932%%, Ademas, un estudio propuso que la sobre
expresion de la proteina copina Il (CPNE3) en VE
plasméticas de los pacientes podria ser un biomarcador
eficaz para el diagnéstico de CCR®,

Finalmente, en otro estudio el perfil de expresion del
proteoma VE sérico en los pacientes con CCR de la porcion
ascendente es diferente al de los pacientes con CCR de la
porcion descendente. Las VE derivadas del suero de CCR
de la porcién ascendente promueven metéstasis mas
significativas que los de la porcion descendente. Esta
diferencia puede atribuirse a la regulacion positiva VE que
contienen proteinas relacionadas con la matriz extracelular,
especialmente proteoglicanos como la proteina &cida
secretada y rica en cisteina (SPARC); y glicoproteinas
como la alfa-2-glucoproteina 1 rica en leucina (LRG1). Las
VE ricas en SPARC y LRG1 son biomarcadores de
prondstico y diagnostico potencialmente no invasivo en
cancer de colon®,

Conclusién

El presente trabajo da una perspectiva sobre la importancia

que tiene el CCR como un problema grave de salud publica
a nivel mundial, se sitda entre las 3 principales patologias
oncologicas tanto en incidencia como en mortalidad. Una
de las desventajas que tiene este tipo de cancer es que sus
sintomas aparecen a edades avanzadas Yy suelen
confundirse con otras enfermedades. Su diagnostico se
basa en la colonoscopia y pruebas bioquimicas y
moleculares en heces. Con lo anteriormente referido,
muchos grupos cientificos estan buscando nuevas
alternativas y herramientas de diagndstico temprano para
el CCR, esto a partir de diferentes muestras bioldgicas
como sangre, orina, heces, esputo y secreciones del pezdn.
Actualmente hay otra vertiente de estudio y es donde se
encuentra nuestro grupo de trabajo, buscamos estudiar
elementos moleculares mas selectivos como las vesiculas
extracelulares para dar a conocer nuevos biomarcadores,
esto lleva a emplear técnicas de proteémica y genémica
para dilucidar el perfil de las nuevas moléculas de estudio
y sean candidatas a blancos de diagnostico y tratamiento.
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