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1. Introducció 

1.1 Generalitats del càncer colorectal 

1.1.1 Epidemiologia i etiologia 

1.1.1.1 Epidemiologia 
El càncer colorectal (CCR) presenta una alta incidència i elevada mortalitat. És una de les 

neoplàsies més freqüents en els països occidentals, representant quasi el 10% del total de 

càncers a nivell mundial. Ocupa el tercer lloc en incidència en ambdós sexes, en el cas dels 

homes es troba per darrera del càncer de pròstata i pulmó, mentre que en el cas de les dones 

es troba per darrera del càncer de mama i pulmó [1] i representa la quarta causa de mort 

relacionada amb càncer a nivell mundial [2]. Gràcies als perfils temporals i les projeccions 

demogràfiques, es preveu que la incidència mundial de CCR augmenti un 60% donant lloc a 

més de 2.2 milions de nous casos que s’associaran a 1.1 milions de morts degudes al CCR per 

l’any 2030 [2]. 

Durant el 2017, als Estats Units d’Amèrica s’estimen uns 95.520 casos nous de càncer de colon 

i 39.910 casos de càncer de recte, així com també s’esperen 50.260 morts causades per CCR 

[1]. L’alta incidència ha anat decreixent degut a la millora de les tècniques de detecció precoç 

que han permès eliminar els pòlips (creixements anormals del teixit que sorgeixen de la capa 

interior o mucosa del colon i sobresurten al canal intestinal) abans de que aquests progressin a 

càncer i quan el tractament sol ser més exitós, així com també degut a l’augment de l’espectre 

terapèutic. Del 2005 al 2014, segons la SEER, la taxa d’incidència ha disminuït un 3% per any, 

així com la taxa de mortalitat també s’ha vist disminuïda un 2.5% en ambdós sexes (Figura 1A) 

[1]. El percentatge de supervivència als 5 anys desprès del diagnòstic de CCR és del 64.9% 

(Figura 1B) [1]. 
 

A.  

B.  

     

Figura 1. (A) Històric del nombre de nous casos i morts per 100.000 persones des del 1975 al 2014. (B) 

Supervivència als 5 anys des del diagnòstic de CCR. El gris representa les defuncions associades a CCR. El 

blau representa la supervivència als 5 anys o més després del diagnòstic de CCR. Dades obtingudes de SEER, 

2007-2013 [1].  
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L’edat mitjana al diagnòstic és als 67 anys i un 90% dels pacients tenen més de 50 anys en el 

moment del diagnòstic, però també pot aparèixer en persones joves. Els casos que apareixen a 

edats tempranes solen tenir predisposició genètica. La major incidència es registra a Europa, 

Amèrica del Nord, Oceania i Japó, mentre que la incidència és més baixa a Àfrica i alguns 

països d’Àsia (Figura 2) [2, 3]. Als Estats Units d’Amèrica, la població més afectada és 

l’afroamericana. Durant el període del 2010-2014, aquest grup presentà una incidència un 25% 

major que la població blanca i un 45% major que els asiàtics o originaris del Pacífic (Figura 3) 

[4]. 

 

Figura 2. Taxes d’incidència del CCR a nivell mundial (edat ajustada d’acord a l’estàndard mundial de 

població, per 100.000 habitants) en homes al 2012 [3]. 

Figura 3. Número de casos de CCR per 100.000 habitants per ètnia i sexe [4]. 

 

A Europa, el CCR  ocupa el segon lloc en incidència en ambdós sexes [5] i a Espanya la primera 

posició [6] (41.441 casos), en el cas dels homes es troba per darrera del càncer de pròstata, 

mentre que en el cas de les dones es troba per darrera del càncer de mama, essent en aquest 
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país la segona causa de mort relacionada amb càncer (15.449 casos). El 80% dels CCR es troben 

en el colon i el 20% restants en el recte. 

A partir de les dades del projecte EUCAN, la taxa d’incidència de CCR a Espanya estimada a 

l’any 2012 era superior a la mitjana dels països de la Unió Europea [7]. 

1.1.1.2 Etiologia 
S’estima que aproximadament un 4.6% d’homes (1 de 22) i un 4.2% de dones (1 de 24) seran 

diagnosticats de CCR al llarg de la seva vida. Existeixen molts factors que poden augmentar o 

disminuir el risc de patir un CCR, alguns d’aquests són factors modificables i d’altres no. Els 

factors no modificables inclouen els factors hereditaris o familiars, pòlips adenomatosos i 

antecedents familiars de patologies associades a inflamació crònica de l’intestí. D’altra banda, 

els factors de risc modificables són aquells que quan es canvien poden disminuir el risc de patir 

CCR, per exemple realitzar exercici físic, prevenir la obesitat, disminuir el consum de carn 

vermella o altres carns processades, deixar de fumar i reduir la ingesta d’alcohol [8]. 

El risc de patir un CCR augmenta amb l’edat. La mitjana d’edat al diagnòstic pel càncer de 

colon (CC) és de 67 anys en homes i 72 anys en dones, mentre que pel càncer de recte és de 63 

anys en ambdós sexes. Durant el període comprès entre el 2010-2014, més del 90% dels casos 

diagnosticats corresponien a persones de més de 50 anys. En conseqüència podem afirmar 

que l’edat és un dels principals factors de risc en el CCR [8]. 

El sexe masculí presenta un major risc de patir (30%) i de morir (40%) degut a un CCR respecte 

el sexe femení. Els motius que expliquin aquests fet encara no estan ben estudiats, però en 

part s’atribueixen a la diferent exposició als factors de risc i a les hormones sexuals, ja que 

estudis recents relacionen els nivells d’estrogen amb el risc de desenvolupar CC [9, 10]. 

La predisposició genètica o malalties de base com la diabetis tipus II o malalties inflamatòries 

intestinals (Malaltia de Crohn i Colitis ulcerosa) també augmenten el risc de CCR. Així doncs, 

familiars de primer ordre (pare, germà o fill) a una persona amb antecedents de CCR 

augmenten de 2 a 4 vegades la probabilitat de desenvolupar aquesta malaltia, especialment si 

el familiar va patir el càncer de jove (Taula 1).  

Els síndromes hereditaris representen el 5% de tots els CCR, ja que la majoria s’originen per 

mutacions espontànies, i s’associen a alteracions de certs gens. El síndrome hereditàri de CCR 

més comú és el síndrome de Lynch, també anomenat càncer de colon hereditari no polipòsic 

(CCHNP), que representa el 2-4% dels casos i està causat per mutacions en els gens reparadors 

de l’ADN. La poliposis adenomatosa familiar (PAF) és el següent síndrome més comú de 
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predisposició genètica de CCR i representa l’ 1% de tots els casos de CCR. Aquest es 

caracteritza per la formació de centenars a milers de pòlips en el colon i recte degut a 

mutacions en el gen APC (Adenomatous polyposis coli) [8]. 

La dieta té un paper fonamental i cada vegada es té més en compte ja que s’estima que un 

70% dels CCR són evitables només amb mesures dietètiques i nutricionals [11]. Les dietes 

riques en grassa i pobres en fruita i verdura, amb una escassa aportació de calci, folat i fibra 

s’han relacionat amb l’increment del risc de CCR. Alhora, el consum de carn vermella i 

processada, o de carn molt feta o cuinada en contacte directe amb el foc també es considera 

un factor de risc associat al CCR. D’altra banda, el consum de fibra, fruita i vegetals, all, làctics o 

macronutrients com els folats, calci i vitamina D sembla que actuen com a factors protectors 

tot disminuint el risc de CCR (Taula 1) [12]. 

La obesitat és un altre factor de risc en ambdós sexes, sobretot la obesitat abdominal. En 

canvi, l’exercici físic es considera un factor protector ja que es suggereix que practicar-lo 30 

minuts al dia disminueix un 11% el risc de CCR (Taula 1). En ambdós casos, la hiperinsulinèmia 

juga un paper important i la seva presència augmenta el risc d’aparició de les lesions 

precursores del CCR, els adenomas colorectals [12].  

L’alcohol (> 100 grams setmanals [13]) i el tabac també s’han descrit com a potencials 

inductors de la formació de pòlips augmentant així el risc de patir CCR (Taula 1). Alguns estudis 

indiquen que una mitjana de 2 a 3 begudes alcohòliques al dia augmenta un 20% el risc de 

CCR, mentre que més de 3 begudes al dia pot suposar un augment de fins a un 40% [14]. 

Aquesta associació és major en homes que en dones, potser degut a les diferències hormonals 

relacionades amb el metabolisme de l’alcohol. Pel que fa al tabac, malgrat l’associació sembla 

ser major en càncer de recte que en CC [15-17], el seu consum pot duplicar el risc de 

desenvolupar CCR respecte a les persones no fumadores [18], així com també s’associa a una 

menor supervivència, sobretot en pacients fumadors ja diagnosticats [19, 20]. 

Existeixen evidències científiques que demostren l’existència de factors protectors que cal 

tenir en compte alhora de prevenir tal patologia. Alguns d’aquests són l’ús regular i prolongat 

d’aspirina i altres anti-inflamatoris no esteroïdals [21-23], anticonceptius orals [24, 25] i 

biofosfonats orals [26]. 
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Taula 1. Risc relatiu dels factors de risc associats al CCR [8]. 

Factors que augmenten el risc Risc relatiu* 

 
Herència i història mèdica 

 

  
Història familiar 

 

   
Familiar de primer ordre afectat 2.2 

   
Més d'un familiar afectat 4.0 

   
Familiar amb diagnòstic anterior als 45 anys 3.9 

  
Malaltia inflamatòria de l'intestí 1.7 

  
Diabetis 1.3 

     

 
Factors conductuals 

 

  
Consum d'alcohol (mitjana diària) 

 

   
Entre 2 i 3 begudes 1.2 

   
Més de 3 begudes 1.4 

  
Obesitat (índex de massa corporal ≥ 30 kg/m

2
) 1.3 

  
Consum de carn vermella (100 g/dia) 1.2 

  
Consum de carn processada (50g/dia) 1.2 

  
Fumadors (Habitual vs. No fumador) 1.2 

     Factors que disminueixen el risc Risc relatiu* 

  
Activitat física 0.7 

  
Consum de làctics (400 g/dia)  0.8 

  
Consum de llet (200 g/dia) 0.9 

* El risc relatiu compara el risc de malaltia entre persones amb una exposició particular al risc i persones 
sense aquesta exposició. El risc relatiu dels factors dietètics compara el consum més alt amb el consum 
més baix. Si el risc relatiu és superior a 1.0, el risc és més alt entre les persones exposades i les no 
exposades. Els riscos relatius inferiors a 1.0 indiquen un efecte protector. Adaptat de [8]. 
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1.1.2 Classificació del càncer colorectal 
El CCR es classifica principalment en CCR esporàdic i CCR hereditari. La majoria dels tumors 

colorectals s’inclouen dins dels tumors de tipus esporàdic (75-80%), en els quals no existeix cap 

etiologia de predisposició aparent, i només un 5-10% són deguts a mutacions heretades 

presents en gens associats a càncer (Figura 4).  

 

Figura 4. Proporcions dels diferents subtipus de CCR en la població. 

1.1.2.1 Càncer colorectal esporàdic 
El CCR esporàdic apareix en pacients amb una mitjana d’edat de 70-75 anys i, aproximadament 

el 70% d’aquests ocorren en el colon esquerre.  

Tal i com ja va descriure el model genètic de múltiples etapes de Volgelstein al 1990,  el CCR 

esporàdic s’origina quan una mucosa normal acumula un conjunt de canvis genètics que 

ocasionen la pèrdua de gens supressors tumorals i l’activació d’oncogens. Varis estudis 

descriuen que la seqüència adenoma-carcinoma s’inicia per la mutació del gen APC, 

característica dels estadis inicials, i seguidament es van acumulant múltiples mutacions en 

diferents gens com ara KRAS (Kirstein rat sarcoma) i TP53 (Tumour protein-53) [4-15], presents 

en els estadis més avançats de la patologia [27]. No obstant, s’ha descrit que l’acumulació de 

les mutacions de tots tres gens només apareix en un 7% dels CCR, suggerint que altres gens 

han d’estar involucrats en el procés [28]. Es coneixen tres processos fonamentals que 

participen en el procés del CCR esporàdic: la inestabilitat cromosòmica (CIN), la inestabilitat de 

microsatèl·lits (MSI) i el fenotip d’illes CpG metilades (CIMP). 

En primer lloc, la CIN, s’esdevé en el 70-85% dels casos de CCR esporàdic i és el procés que 

genera delecions, duplicacions i reagrupaments cromosòmics, generalment en gens involucrats 

en la replicació i reparació de l’ADN. Aquest mecanisme resulta en l’acumulació de desordres 

cromosòmics que poden donar lloc a un cariotip aneuploide,  una pèrdua d’heterozigositat en 
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loci de gens supressors tumorals, com ara el 5q, 17p i 18q, o bé a reordenamens cromosòmics 

[29, 30]. Els tumors originats per la via CIN es caracteritzen per presentar cúmuls de mutacions 

en gens específics, com ara APC, KRAS, PIK3CA, BRAF, SMAD4 i TP53, i conseqüentment activar 

vies crítiques relacionades amb la carcinogènesis. 

En segon lloc, la MSI, s’esdevé en el 15% dels casos de CCR esporàdic i és el procés pel qual 

s’acumulen un gran nombre de mutacions puntuals en regions curtes d’ADN que es repeteixen 

en tàndem degut a la inactivació del sistema de reparació d’aparellaments erronis de l’ADN 

(MMR, de l’anglès “mismatch repair”) [31]. En la majoria dels casos esporàdics (>80%), la MSI 

apareix quan la regió promotora de MLH1 és silenciada per una hipermetilació de les illes CpG 

[32]. En conseqüència, es perd l’expressió de MLH1 i MSH2 i dels seus factors d’unió (MSH6 i 

PMS2, respectivament). 

En tercer lloc, CIMP, s’edevé en el 30-40%  dels casos de CCR esporàdic i és el procés que 

genera una àmplia metilació de les illes CpG. Malgrat els CCR CIMP-positius acostumen a 

presentar MSI degut a la metilació del promotor de MLH1, més del 50%  també s’han descrit 

com a tumors microsatèl·lit-estables. En ambdós casos, aquests tipus de tumors presenten 

mutacions en el gen BRAF [33, 34], però actualment encara no existeix un consens que 

determini el panell òptim de metilació en els llocs CpG per a considerar que un CCR esporàdic 

s’ha originat seguint la via de CIMP.  

Al llarg del desenvolupament del CCR esporàdic, generalment predomina un dels tipus 

d’inestabilitat genòmica prèviament descrits, tot i que la MSI i el CIMP sovint coexisteixen [35]. 

1.1.2.2 Càncer colorectal hereditari 
El CCR hereditari es pot subclassificar en dos tipus en funció de l’etiologia d’origen aparent: el 

CCR amb història familiar però que no segueix un patró d’herència conegut i el CCR hereditari 

amb un patró d’herència definit.  

D’una banda, el CCR amb història familiar fa referència a aquella situació en la que existeixen 

antecedents familiars de CCR, però no es compleixen ni els criteris clínics ni els moleculars dels 

síndromes hereditaris coneguts. És ben conegut que l’existència d’antecedents familiars de 

CCR augmenta el risc de desenvolupar aquesta neoplàsia i que aquest risc varia en funció del 

nombre de familiars afectats, l’edat al diagnòstic i el grau de parentesc. 

D’altra banda, el CCR hereditari és conseqüència d'alteracions genètiques heredades dels 

progenitors seguint un patró d’herència conegut. Tenir alguna d'aquestes alteracions no 

assegura el desenvolupament d’un CCR però sí que n’augmenta el risc respecte la població 
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general  (Figura 5) [36]. Es calcula que només entre el 5 i el 10% dels tumors colorectals són 

hereditaris (principalment la PAF i el CCHNP). 

1.1.2.3.1 Càncer colorectal hereditari no polipòsic 

El CCHNP conté un subgrup heterogeni de patologies genètiques, essent el síndrome de Lynch 

el més comú (1-3% de tots els casos de CCHNP). També s’inclouen en aquest grup el síndrome 

de CCR de tipus X (2%) i el CCR associat a MUTYH (<1%) (Figura 5) [36]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Classificació del CCR hereditari no polipòsic (CCHNP). 

 

El síndrome de Lynch és un síndrome de susceptibilitat a CCR i a altres neoplàsies 

extracolòniques associades, el càncer d’úter, ovari, estòmac, intestí prim, vies viliars, pàncrees, 

conductes urinaris o cervell. Presenta una herència autosòmica dominant amb penetrància 

incomplerta (80%), de manera que no totes les persones portadores de la mutació 

desenvoluparan la malaltia, tot i que sí que podrien transmetre-la als seus descendents. 

En la majoria dels casos, aquest síndrome es diagnostica en pacients amb una mitjana d’edat 

de 45 anys, significativament abans que els casos de CCR esporàdic (65 anys) i afectant 

principalment al colon dret enlloc de l’esquerre [37].  

El CCHNP apareix per mutacions en la línia germinal dels gens de reparació de bases mal 

aparellades (Mismatch Repair, MMR) de l’ADN: MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2, entre d’altres; 

essent les mutacions en MLH1 i MSH2 les més freqüents (50 i 30%, respectivament), seguit de 

MSH6 (10-15%); mentre que la freqüència més baixa de mutacions s’esdevé en el gen PMS2 

(5%) [38]. MLH1 i MSH2 representen la base sobre la qual es realitzen els estudis genètics 

clínics per determinar CCHNP en un individu [39, 40]. Alteracions en el mecanisme MMR 

dónen lloc a MSI. La carcinogènesis generalment s’origina quan els errors ocórren en la regió 

codificant dels gens supressors de tumors, com ara TGF-BRII, BAX, IGF2R, PTEN o CASP5. 
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1.1.2.3.2 Càncer colorectal hereditari polipòsic 

El CCR hereditari polipòsic (CCHP) es classifica en funció del fenotip de poliposis que manifesti 

el pacient, fet que implica la realització d’un test genètic i medicina personalitzada basada en 

la informació genòmica de cada individu (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Classificació del CCR hereditari polipòsic (CCHP). 

 

Els pòlips adenomatosos són els més freqüents (60-70%) i els que presenten major risc 

d’esdevenir malignes. Els pòlips hamartomatosos són lesions benignes formades per teixit 

epitelial i mesenquimal que apareixen com a conseqüència d’un procès inflamatori. Els pòlips 

serrats, clàssicament anomenats hiperplàsics, generalment estan associats a displàsia i es 

caracteritzen per presentar una morfologia de “dents de serra” en l’epiteli de la cripta [41]. 

Poliposis adenomatosa familiar 

La PAF és la forma de poliposis més freqüent i representa un 1% de tots els casos de CCR. 

Presenta una herència autosòmica dominant i es caracteritza per l’aparició de més de 100 

pòlips adenomatosos en el colon i el recte (poden ser més de 1000) a una edat molt temprana, 

elevant moltíssim el risc de desenvolupar un CCR, assolint un risc del 100% als 40-50 anys.  

Més del 90% dels afectats presenten mutacions en APC [42]. Els pacients amb PAF hereden 

una còpia mutada del gen APC i al llarg de la seva vida se’ls inactiva l’altre copia, fet que 

accelera la progressió a desenvolupar un CCR. La PAF es diagnostica a partir del primer any de 

vida, però és a partir dels 40 anys quan apareix el CCR si no es realitza un tractament adequat 

[43, 44].  

Existeixen fenotips atenuats de la PAF clàssica, com són la PAF atenuada (PAFA) i la poliposis 

associada al gen MYH (PAM). Ambdues variants es caracteritzen per un menor nombre de 

pòlips adenomatosos (de 15 a 100 pòlips), localitzats en el colon dret i amb una edat d’aparició 
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de la poliposis i/o del CCR més tardana (10-15 anys després de la PAF clàssica). Malgrat 

ambdues variants comparteixen moltes característiques clíniques, difereixen entre si pel tipus 

d’herència mendeliana i el gen causant de la malaltia. D’una banda, la PAFA presenta un patró 

d’herència autosòmic dominant i està associada a mutacions en el gen APC, mentre que la 

PAM presenta un patró d’herència autosòmic recessiu i està causada per mutacions en el gen 

MYH [45]. 

Poliposis hamartomatosa 

La poliposis hamartomatosa representa menys de l’1% dels casos de CCHP i afecta 

principalment a la població pediàtrica i adolescent. Aquests pòlips resulten d’una proliferació 

anormal de les cèl·lules del teixit d’origen i poden contenir components cel·lulars de qualsevol 

de les tres capes germinals que formen els intestins [46]. Alguns exemples d’aquesta malaltia 

són la Poliposis juvenil, associada a mutacions del gen SMAD4 [47] i BMP1A [48], el síndrome 

de Cowden, associat a mutació de PTEN [49], i el síndrome de Peutz-Jeghers (SPJ). El SPJ és un 

trastorn genètic autosòmic dominant caracteritzat per múltiples pòlips hamartomatosos en el 

tracte gastrointestinal, sobretot a l’intestí prim. Els pòlips presenten un diàmetre de 0.1 a 5 cm 

i el nombre varia d’1 a 20 per cada segment del tracte gastrointestinal. Les manifestacions 

extraintestinals més característiques són les lesions mucocutànies, les quals donen lloc a 

taques d’hiperpigmentació a la boca, mans i peus, que solen presentar-se en la infància i 

desapareixen durant l’adolescència. Els pacients amb SPJ presenten una mutació en la serina 

treonina quinasa 11 (STK-11), un gen supressor tumoral present en la línia germinal [50].  

Poliposis serrada 

La poliposis serrada es caracteritza per la presència de nombrosos pòlips de morfologia 

serrada, que poden ser de gran mida, amb història familiar i un risc excepcionalment alt de 

presentar CCR. La base genètica segueix sent desconeguda de manera que, actualment, la 

definició és fenotípica i inclou un grup molt heterogeni de pacients [51].  
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1.1.3 Origen cel·lular del càncer colorectal 
L’epiteli colònic té una notable capacitat d’autorenovació ràpida i continua gràcies a les 

cèl·lules mare intestinals del colon (ISC, de l’anglès “Intestinal Stem Cells”), les quals estan 

situades a la part més baixa de la cripta (Figura 7). Les ISC colòniques presenten una alta 

activitat WNT, característica que comparteixen amb les cèl·lules tumorals de CCR. Recentment, 

s’ha postulat que no existeix un únic grup de ISC colòniques, sinó que com a mínim, se’n 

defineixen dos: les cèl·lules columnars de la base de la cripta (CBCs) i les cèl·lules que 

proliferen lentament i alhora conserven els marcadors de cèl·lula mare. El descobriment d’un 

dels principals marcadors de cèl·lula mare colònica, LGR5, ha permès descriure que el grup de 

cèl·lules mare colòniques amb més activitat proliferativa són les CBCs.  

Segons un estudi de Ritsma i col·laboradors al 2014, cada cripta conté aproximadament 16 

cèl·lules mare les quals es divideixen diàriament i són LGR5+, i poden estar situades al centre 

de la cripta o a la porció ascendent d’aquesta. Aquest fet determinarà la seva capacitat de 

cèl·lula mare, essent les cèl·lules de la base les més capaces de retenir la capacitat de cèl·lula 

mare. Així doncs, es postula que la funcionalitat d’una cèl·lula mare colònica es defineix tant 

per la seva posició en la cripta com per l’expressió de determinades proteïnes clàssicament 

definides com a potencials marcadors de cèl·lula mare colònica [52]. 

Les cèl·lules filles immediatament adjacents a les ISC, anomenades cèl·lules d’amplificació 

transitòria (TA, de l’anglès “Transit Amplyfing”), es divideixen cada 12-16 hores, donant lloc a 

unes 300 cèl·lules diàries que tindran una esperança de vida d’entre 2-4 dies, durant les quals 

proliferaran un nombre finit de vegades (aproximadament, unes 5 rondes de divisions 

cel·lulars) abans de diferenciar-se i migrar progressivament cap a la part més alta de la cripta. 

Les cèl·lules TA són les principals productores de cèl·lules epitelials (Figura 7) [53]. També 

existeixen altres cèl·lules especialitzades en la cripta, com ara les cèl·lules Globet que tenen 

una esperança de vida superior a la resta de 4-5 dies [53]. 

Estudis de seguiment de llinatge mitjançant marcadors típics de cèl·lula mare colònica han 

identificat un conjunt de cèl·lules dotades amb una llarga esperança de vida que poden actuar 

com a cèl·lules mare, tot desdiferenciant-se i repoblant la cripta en cas de que aquesta hagués 

patit un dany [54, 55]. Un dels marcadors d’aquest tipus cel·lular Dll1 [56]. Aquest fet 

suggereix que hi ha un gran repertori de cèl·lules candidates a ser la cèl·lula d’origen del CCR.  
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Figura 7. Localització i tipus de cèl·lules presents en la cripta colònica. Adaptat de [57]. 

 

Existeixen varies hipòtesis que pretenen explicar el desenvolupament del CCR. Inicialment, els 

estudis es basaven en un model de carcinogènesis postulat al 1975 [89] que defensa que els 

adenomes podrien formar-se a partir d’un únic nínxol de cèl·lules mare epitelials [58] capaç 

d’iniciar el procés tumoral per expansió clonal. Per tal de recolzar aquesta hipòtesi, s’ha 

estudiat la presència d’alteracions somàtiques en els diferents estadis de desenvolupament del 

CCR i s’ha pogut demostrar una composició clonal en tots els tumors colorectals humans 

examinats [27]. 

La presència de cadascuna d’aquestes alteracions o events mutacionals confereix un avantatge 

de creixement a la cèl·lula receptora que forma el tumor. I cada mutació addicional que 

apareix dóna lloc a noves clones mutades, afavorint així l’heterogeneïtat tumoral.  

Alternativament, les cèl·lules que formen el tumor primari poden presentar més d’una 

alteració genètica alhora, fet que suggereix que la cèl·lula ha incorporat tals mutacions degut a 

que li confereixen un avantatge selectiu de creixement. Aquesta hipòtesi es reafirma quan una 

mateixa mutació és identificada en molts tumors diferents. Una alteració somàtica important 

descrita en més del 50% dels tumors colorectals és la mutació del gen KRAS. Aquesta mutació 

podria ser la responsable de convertir un adenoma inicial a un de més agressiu mitjançant 

l’expansió clonal de la cèl·lula que ha adquirit tal mutació. 

Com ja s’ha comentat anteriorment, a més de les mutacions puntuals (petites deleccions, 

insercions o substitucions d’un sol nucleòtid), els events mutacionals també poden ser canvis 

genètics majors com l’ampliació genètica o la pèrdua de cromosomes complerts. D’una banda, 

s’han descrit alguns casos d’oncogens activats per ampliació genètica (NEU, C-MYC i C-MYB) en 

tumors de CCR [59-61]. D’altra banda, més freqüentment el que ocorre és la pèrdua d’un dels 

dos cromosomes parentals presents en les cèl·lules normals, els quals contenen gens supresors 

de tumors. Les pèrdues cromosòmiques més freqüents són les corresponents al cromosoma 
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5q (associat a la FAP) [62, 63], al cromosoma 17p [62, 64] i al cromosoma 18q [62, 64], però 

també s’han descrit deleccions cromosòmiques menys freqüents en 1q, 4p, 6p, 6q, 8p, 9q i 22q 

(Figura 8) [65]. 

 

Figura 8. Freqüència de deleccions al·lèliques en els cromosomes individuals en el CCR [65]. 

Una altre alteració somàtica freqüent en el CCR és la desmetil·lació de l’ADN. L’estudi de l’ADN 

en els adenomes inicials revela la pèrdua d’1/3 dels grups metil (10-20 milions de grups metil 

per cèl·lula) en comparació a la mucosa normal del colon [66, 67]. Aquesta pèrdua pot resultar 

en la inhibició de la condensació dels cromosomes i l’aparició d’alteracions estructurals, així 

com també pot provocar alteracions en l’expressió genètica d’oncogens o gens supressors 

tumorals. 

El conjunt de tots aquests mecanismes genètics descrits, juntament amb altres encara 

desconeguts, suggereixen que probablement el procès que facilita la progressió del CCR resulti 

d’ones d’expansió clonal de mutacions seqüencials que es van acumulant i afecten al balanç 

entre la proliferació cel·lular i l’apoptosis. Els orígens d’aquest procès sorgiren de Vogelstein i 

col·laboradors al 1990, que descrigueren el model molecular de la progressió del CCR conegut 

com “model Vogelstein”, el qual postula que el CCR és el resultat d’acumular mutacions en 

gens supressors tumorals i oncogens que permeten la iniciació del procès tumoral i la 

conseqüent progressió [62].  

Actualment, el model Vogelstein es manté vigent, tot i que es podria reforçar amb algunes 

modificacions ja que, contràriament a la proposta original, sembla que l’ordre en que 
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s’esdevenen les alteracions genètiques podria ser essencial [68]. En conseqüència, es suggereix 

que l’esdeveniment mutacional inicial és la pèrdua del gen APC i seguidament s’esdevenen 

mutacions addicionals en KRAS, DCC, SMAD2/4 i/o TP53 (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Característiques dels principals mecanismes que donen lloc a la progressió de l’epiteli normal a 

carcinoma colorectal. 

 

L’adquisició d’aquestes mutacions generalment s’atribueix a errors en la replicació de l’ADN i a 

l’exposició a agents carcinogènics. Degut a l’alt grau de proliferació de les cèl·lules TA i la 

restringida zona de divisió de les ISCs colòniques, es postula que les cèl·lules TA serien més 

susceptibles a patir mutacions. No obstant, la seva curta esperança de vida (2-4 dies) redueix 

dràsticament el risc d’iniciar un tumor. Un mecanisme addicional per prevenir l’acumulació de 

mutacions en les cèl·lules de la cripta és l’anomenat “recanvi neutral” (de l’anglès, neutral 

drift) [69, 70]. Aquest mecanisme suggereix que cada cèl·lula ISC de la cripta colònica pot ser 

reemplaçada per qualsevol altre ISC veïna, a diferència del concepte clàssic de divisió 

asimètrica associat a les cèl·lules mare. En conseqüència, si la cripta colònica conté 5-6 ISC, una 

ISC normal sense cap mutació té una probabilitat d’1/5 (20%) de repoblar tota la cripta tot 

reemplaçant les altres ISCs. Un estudi de Vermeulen i col·laboradors del 2013 [71] descriu que 
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en la majoria de casos les ISCs mutades són reemplaçades per una ISC veïna sense mutació. 

Aquest fet explicaria perquè el CCR tarda anys a desenvolupar-se, inclòs en aquells pacients 

amb predisposició genètica (mutació en la línia germinal d’APCmut/+). 

La correcta identificació i aïllament de les cèl·lules mare colòniques responsables de l’origen de 

la formació del tumor continua sent un repte en la investigació del càncer [72]. Recentment 

s’han suggerit possibles marcadors per detectar i seguir les cèl·lules mare colòniques ISC com 

ara Lgr5, CD133/Prominin1, Lrig1 i Bmi1, entre d’altres (Figura 10, Taula 2). Els resultats 

d’aquests estudis suggereixen que l’activació de la via de senyalització de WNT en les cèl·lules 

mare és suficient per la formació d’un adenoma en el model murí. A banda de les hipòtesis que 

senyalen les cèl·lules mare com a responsables de l’origen del procès tumoral, existeixen 

hipòtesis menys robustes que atribueixen la formació del tumor a les cèl·lules descendents o 

filles adjacents a les cèl·lules mare, anteriorment descrites com a cèl·lules TA. Els resultats 

d’aquests estudis indiquen que únicament l’activació de la via de senyalització de WNT en les 

cèl·lules TA és insuficient per desencadenar la formació d’un adenoma. Ara bé, si les cèl·lules 

TA acumulen events mutacionals seqüencials, s’activen vies de senyalització inflamatòries o 

ocorren canvis en el microambient intestinal, llavors sí que es podria iniciar la formació d’un 

adenoma de la mà de les cèl·lules TA [72]. L’equip de Greten i col·laboradors ha estudiat la 

capacitat de “desdiferenciació” de les cèl·lules TA i la seva relació amb l’activació de vies de 

senyalització inflamatòries, com ara la del NFK[73].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Visió de la cripta colònica. Les cèl·lules de la base de la cripta (CBC) es situen a la part més baixa 

de la cripta, enmig de les quals també hi trobem cèl·lules Paneth. A més de l’expressió de diversos 

marcadors de cèl·lula mare, la funcionalitat de les cèl·lules mare intestinals (ISC) està determinada per la 

seva localització, sent les CBC més centrals les que tenen més capacitat funcional. Adaptat de [57].  
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Taula 2. Estudis recents per investigar les cèl·lules capaces d’iniciar el procès tumoral del CCR (Figura 10). 

Adaptat de [74]. La mutació en el gen CTNNB1 és una de les mutacions més freqüents capaç d’activar la via 

de senyalització de Wnt, la qual es relaciona amb el desenvolupament de tumors en el colon. Per tal 

d’estudiar l’efecte d’aquesta mutació, es generen models murins amb un al·lel salvatge i un al·lel mutat 

(deleció de l’exó 3) del gen CTNNB1. Els marcadors Lgr5, CD133, Bmi1, Dclk1 i Lrig1 són típics de cèl·lules 

mare del colon. El marcador Xbp1 és típic de cèl·lules diferenciades Lgr5- i s’activa constitutivament en 

condicions d’estrès cel·lular. 

Cèl·lula diana 
Marcador 
estudiat 

Mutació 
induïda 

Tumorogènesi Referència Conseqüència 

Cèl·lules mare 
del colon 

Lgr5 Apc
-/-

 Sí 
(Barker et al., 

2009) 

Activació de la via de senyalització 

WNT en cèl·lules mare: formació 

d'un adenoma. 

CD133 
(Prom1) 

Ctnnb1
ex3/+

 Sí 
(Zhu et al., 

2009) 

Bmi1 Ctnnb1
ex3/+

 Sí 
(Sangiorgi i 
Capecchi, 

2008) 

Dclk1 Apc
-/-

 
Només amb 
imflamació 

(Westphalen 
et al., 2014) 

Lrig1 Apc
+/-

 Sí 
(Powell et 
al., 2012) 

Cèl·lules 
amplificadores 
de trànsit (TA) 

Delecció 
condicional 

d’Apc  
(Ah-cre) 

Apc
-/-

 
Sí, però 

principalment 
microadenomes 

(Barker et al., 
2009) 

Activació de la via de senyalització 

de WNT en cèl·lules TA: formació 

d'un adenoma. 

Xbp1 Ctnnb1
ex3/+

 No 
(Schwitalla et 

al., 2013) 

Les cèl·lules diferenciades no poden 
formar un adenoma per si soles, 

necessiten de l'activació de NFK i 
l'acumulació de mutacions.  

 

Independentment de quina sigui la cèl·lula de la cripta que adquireixi la mutació inicial, 

aquesta començarà a colonitzar la base de la cripta provocant la substitució de la resta de 

cèl·lules mare del nínxol per cèl·lules mutades, fet que s’anomena “conversió monoclonal”. A 

continuació es suggereixen dos models per descriure el procés de propagació de la població 

clonal a travès de la cripta intestinal. 

1.1.3.1 Model  “Bottom-up” 
El model “Bottom-up” proposa que una cèl·lula mare de la part més baixa de la cripta és la 

primera cèl·lula transformada com a conseqüència de la diferenciació anòmala, que proliferarà 

i s’encarregarà de repoblar la totalitat de la cripta amb cèl·lules canceroses des de la base fins 

la part més alta de la cripta (Figura 11) [74-77]. 
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Figura 11. Model “Bottom-up”. Adaptat de [76]. 

 

1.1.3.2 Model “Top-down” 
El model “Top-down” proposa que una cèl·lula diferenciada de la part més alta de la cripta és 

la primera cèl·lula transformada que pot adquirir el comportament de cèl·lula mare i difondrà 

lateralment i cap a la base de la cripta per malignitzar progressivament les cèl·lules adjacents 

(Figura 12) [74-77]. 

 

Figura 12. Model “Top-down”. Adaptat de [76]. 
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1.1.4 Biologia molecular del càncer colorectal 
Els estudis moleculars sobre el desenvolupament i la progressió dels tumors colorectals ha 

progressat activament durant les darreres dues dècades. Els processos carcinogenètics 

relacionats amb el CCR s’han associat amb determinades signatures genètiques i 

epigenètiques.  

1.1.4.1 Alteracions genètiques 

1.1.4.1.1 Mutacions en gens supressors de tumors i oncogens 

Els mètodes de seqüenciació massiva realitzats en 4.742 pacients pel Cancer Genome Atlas 

Network [78] i l’Institut Broad [79] han permès ampliar el coneixement de les alteracions 

moleculars associades al CCR. Ambdós estudis confirmen que els gens APC, KRAS, SMAD2/4 i 

TP53, clàssicament identificats com a potencials inductors del procés tumoral estan mutats en 

un alt percentatge de casos. No obstant, aquests gens no són suficients per explicar la totalitat 

de casos de CCR, per això tals estudis han identificat altres gens mutats amb una taxa 

significativament més alta a l’esperada en el CCR (Figura 13). 

 

Figura 13. Gens mutats en el CCR identificats mitjançant la seqüenciació de l’exoma complet comparant 

parelles de mostres tumorals i normals. El color del nom del gen indica si aquest ja s’havia relacionat 

prèviament amb el CCR (blau), si és un nou gen altament relacionat amb el CCR (vermell) o si és un nou gen 

relacionat amb CCR (gris) [79]. 

 

Múltiples estudis han descrit que les mutacions que indueixen la progressió del CCR des de la 

formació del pòlip fins a l’estadi d’adenocarcinoma apareixen de forma seqüencial. Des de la 

seva descripció al 1987, es suggereix que, la primera lesió identificada en l’estadi més precoç 

del CCR és el focus de cripta aberrant (ACF) [80]. El potencial neoplàsic real d’aquesta lesió 

encara és poc conegut, però sembla que algunes d’aquestes lesions poden progressar cap a 

adenocarcinoma. A més, la majoria d’aquestes lesions presenten mutacions en APC, fet que 

sembla que els confereix més potencial per desencadenar el CCR [81]. 
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Una altre alteració que apareix en les primeres fases del procès tumoral és la mutació del gen 

APC. Les alteracions en el gen APC ocorren en més del 80% dels adenomes i carcinomes 

colorectals esporàdics, així com també en la PAF [82], ja comentat anteriorment.  

Gen APC 

El gen APC és considerat un supressor tumoral ja que en condicions normals actua com un 

regulador negatiu de la via de senyalització WNT una de les principals cascades de regulació de 

les cèl·lules mare i altament associada a la carcinogènesis [83]. El gen APC es localitza al braç 

llarg del cromosoma 5 i codifica per una proteïna que conté múltiples dominis funcionals 

relacionats amb la unió d’una gran varietat de proteïnes intracel·lulars incloent la β-catenina, 

γ-catenina, sintasa de glicògen 3β (GSK-3β), axina, tubulina, EB1 i hDLG [82]. La proteïna β-

catenina, codificada pel gen CTNNB1, és el principal component de la via WNT/β-catenina. En 

condicions normals, la via no està activa i la proteïna β-catenina es troba reclutada pel 

complex de proteïnes conegut com a “complex de destrucció”, format per la caseïna quinasa 1 

(CK1), GSK-3β, axina i APC; encarregats de fosforilar-la per posteriorment ser degradada pel 

proteasoma, impedint així les seves funcions com a factor de transcripció i en la interacció 

cèl·lula-cèl·lula (Figura 14A-via inactiva). En condicions tumorogèniques característiques d’un 

CCR, quan s’esdevé una mutació en el gen APC, la via de senyalització Wnt/β-catenina s’activa 

degut a l’alteració de la unió d’APC amb β-catenina, de manera que aquesta queda lliure en el 

citoplasma i pot ser translocada al nucli per actuar com a factor de transcripció dels gens C-

MYC [84], Ciclina D [85] i Tcf-1 [86] que codifiquen proteïnes involucrades en la proliferació i 

diferenciació cel·lular, manteniment de cèl·lules mare i resistència a apoptosi; afavorint així 

l’aparició de l’adenoma (Figura 14B-via activa) [87]. 
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A. Wnt/β-catenina inactiva 

 

B. Wnt/β-catenina activa 

 

Figura 14. Representació de la via de senyalització Wnt/β-catenina. A. En absència del lligant Wnt, la β-

catenina és fosforil·lada i ubiquinada pel complex de destrucció per ser posteriorment degradada pel 

proteasoma. B. En presència del lligant de Wnt, els receptors LRP recluten les proteïnes Dishevelled (Dvl) a 

la membrana plasmàtica, les quals inactiven el complex de destrucció encarregat de degradar la β-catenina. 

En conseqüència, es produeix una acumulació de β-catenina citoplasmàtica que serà translocada al nucli i 

activarà la transcripció de múltiples gens relacionats amb el procés carcinogènic. Adaptat de [83]. 

 

En les següents etapes, quan l’adenoma inicial progressa a adenoma més avançat, apareixen 

mutacions en diferents gens tals com KRAS, SMAD2/4, DCC i TP53 que participaran en la 

formació del carcinoma [88].  

Gen KRAS 

El gen KRAS és considerat un oncogen situat al braç curt del cromosoma 12. Al voltant d’un 

40% dels CCR presenten mutacions en els codons 12 i 13. Pertany a la família RAS encarregada 

de codificar proteïnes altament conservades que estan involucrades en la transmissió de 

senyals. Una de les principals funcions de la família RAS és l’activació de la via de senyalització 

Raf-mitogen-activated protein kinase (MAPK) directament relacionada amb la proliferació 

cel·lular [89]. Existeixen evidències de que les mutacions de KRAS sorgeixen a continuació de 

les mutacions d’APC i estan associades a lesions adenomatoses avançades. S’ha descrit que el 

20% d’adenomes inicials amb mutació d’APC també contenen mutació de KRAS, mentre que 

aproximadament el 50% d’adenomes avançats tenen KRAS mutat [90, 91]. Per tant, sembla ser 
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que alteracions en KRAS potencien la tumorogènesi en fases tempranes tot afavorint el 

creixement de l’adenoma.  

El gens de la regió 18q21, SMAD2/4 i DCC, són tres gens considerats supressors tumorals 

candidats a patir mutacions associades a mal pronòstic en els pacients amb CCR. S’han descrit 

deleccions al·lèliques en la regió 18q21 en el 50% dels adenomes avançats i en el 70% dels 

carcinomes colorectals. 

Gens SMAD2/4 i DCC 

D’una banda, els gens SMAD2/4 codifiquen per proteïnes implicades en la via de senyalització 

del factor de creixement transformant beta (TGF- [92]. La via del TGF-s’activa per la 

presència del lligant TGF-en la membrana cel·lular, el qual permet la interacció de dos tipus 

de receptors, els de tipus I (TGF-R-I)  i els de tipus II (TGF-R-II), donant lloc a un tetràmer 

que permetrà la translocació al nucli de SMAD2/4 on activaran la transcripció gènica. Malgrat 

existeixen poques evidències de la relació de SMAD2 i el CCR, s’han descrit un gran nombre 

d’alteracions estructurals en SMAD4, així com deleccions en homozigosis, mutació puntual i/o 

pèrdua d’expressió en un 20% dels adenomes i aquest percentatge augmenta en els 

carcinomes [93], fet que el relaciona amb l’aparició de metàstasis. D’altra banda, el gen DCC 

codifica per una proteïna transmembrana que podria actuar com a receptor d’una molècula 

implicada en la guia axonal, la netrina-1 [94, 95], però la funció d’aquest gen encara és 

controvertida. Alguns estudis proposen la implicació del gen DCC en diversos processos 

cel·lulars com la diferenciació [96, 97] i l’adhesió cel·lular [98, 99]. En relació al CCR, s’ha vist 

que l’expressió de DCC està disminuïda o absent en tumors de colon [27, 82] i que la 

freqüència de les alteracions en aquest gen augmenta en els tumors d’estadis més avançats, 

suggerint la seva relació en les fases més avançades del procés tumoral.  

Gen TP53 

El gen TP53 és considerat un supressor tumoral ja que en condicions normals s’encarrega de 

reconèixer i reparar el dany, per això se l’anomena “el guardià del genoma”. Es localitza al braç 

curt del cromosoma 17. S’ha descrit que més del 75% dels carcinomes colorectals presenten 

mutacions somàtiques en el gen TP53, donant lloc a la seva inactivació, fet que impedeix la 

reparació del dany en l’ADN i la conseqüent inducció d’apoptosi. La prevalença de les 

mutacions en aquest gen és molt menor en estadis inicials del CCR, fet que la seva inactivació 

s’associa a la progressió d’adenoma a carcinoma [100]. 
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Filogenèticament el CCR es pot dividir en dos subtipus moleculars: CCR amb inestabilitat 

cromosòmica (CIN) i CCR amb inestabilitat de microsatèl·lits (MSI) (Figura 15).  

1.1.4.1.2 Inestabilitat cromosòmica 

La inestabilitat cromosòmica (CIN) es refereix a factors que alteren el nombre de cromosomes 

(aneuploïdia o poliploïdia) o l’estructura de fragments de cromosomes de la cèl·lula i, per tant, 

alteren un nombre estimat de gens de forma simultània (delecions o addicions). La CIN s’ha 

observat en el 80% dels CCR esporàdics i en el 85% de casos de FAP [101]. Els segments 

cromosòmics que es perden amb major freqüència en el CCR són el braç llarg del cromosoma 5 

(5q en la regió del gen APC), tot i que la deleció en aquest cromosoma també s’ha associat a 

lesions benignes com els pòlips. En les etapes posteriors s’han descrit adenomes amb 

mutacions en el cromosoma 12 (12p en la regió del gen KRAS), en el braç curt del cromosoma 

17 (17p en la regió del gen TP53) i en el braç llarg del cromosoma 18 (18q en la regió del gen 

SMAD2/4 i DCC) [102]. Altres alteracions associades a la CIN observades en tumors de CCR són 

la pèrdua d’heterozigositat en els cromosomes 1p, 2p, 3p i 8p i el carotip aneuploide [101]. 

1.1.4.1.3 Inestabilitat de microsatèl·lits 

Els microsatèl·lits són petits fragments d’ADN (de 2 a 5 parells de bases de longitud) que es 

repeteixen al llarg del genoma, generalment de 5 a 50 vegades [103]: les repeticions més 

freqüents en el genoma humà són el dinucleòtid Adenina-Citosina (AC). Si una repetició mostra 

diferències estables i heretables dins d’una població d’individus, es diu que les repeticions són 

polimòrfiques; mentre que pel contrari, si les repeticions són molt estables i no s’observen 

variacions d’aquestes al llarg de les generacions, es diu que el microsatèl·lit és monomòrfic 

[104].  

S’han descrit insercions o pèrdues de microsatèl·lits en pacients que presenten un CCR, fet que 

es coneix com inestabilitat de microsatèl·lilts (MSI). Aquests tumors presenten mutacions que 

inactiven la funció dels gens de reparació d’errors de l’ADN (MMR), com ara hMSH2, hMLH1, 

hMLH6, hPMS1 i hPMS2 [105], donant lloc a genomes hipermutats. Aquest fet és conegut com 

a “fenotip mutador”. 

La MSI es detecta en aproximadament el 15% de tots els CCR. D’aquests, el 5% s’associa al 

CCHNP i el 10% restant al CCR esporàdic resultant de la hipermetilació del promotor del gen 

supressor tumoral MLH1. De forma interessant, l’alta freqüència de MSI es correlaciona amb 

bon pronòstic en comparació amb la baixa freqüència de MSI o la CIN que s’associa a mal 

pronòstic [106, 107].  
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Figura 15. Classificació filogenètica dels subtipus moleculars del CCR. 

 

Com ja s’ha comentat anteriorment, tradicionalment es creia que els mecanismes de CIN i MSI 

eren mútuament excloents, però recentment han sorgit evidències del contrari. Del 10 al 15% 

dels tumors que presenten CIN també presenten MSI [106], i en el CCR esporàdic la MSI està 

associada a l’adquisició de la mutació BRAF [108]. 

1.1.4.2 Alteracions epigenètiques 
Les alteracions epigenètiques es defineixen com a canvis heretats en la seqüència de l’ADN, i 

possiblement reversibles, que alteren l’expressió gènica. Aquests poden anar precedits de 

mutacions genètiques com CIN i MSI. Les principals alteracions epigenètiques relacionades 

amb el CCR són la metilació de l’ADN, la modificació d’histones, la remodelació de la cromatina 

i els ARNs no codificants. 

1.1.4.2.1 Metilació de l’ADN 

L’ADN pot ser metilat en una base citosina per l’addició d’un grup metil. Una “illa CpG” és una 

regió amb una freqüència major de dinucleòtids CpG en comparació a la resta del genoma. Les 

illes CpG es troben en un 50-60% de les regions promotores dels gens. La metilació de l’ADN 

ocorre en aquestes illes CpG donant lloc al seu silenciament transcripcional. La hipermetilació 

aberrant d’aquestes illes CpG situades en els promotors gènics s’ha associat al silenciament 

CÀNCER COLORECTAL 

85% 15% 

Inestabilitat cromosòmica (CIN) 
Àmplia pèrdua d’heterozigozitat 

Aneupliodia o Poliploidia 
Predominant en colon esquerre 

Alt grau de diferenciació histològica 
Poca infiltració limfocítica 

Rarament mucinós 
Pitjor pronòstic 

Inestabilitat de microsatèl·lits (MSI) 
Àmplia inestabilitat de microsatèl·lits 

Diploidia 
Predominant en colon dret 

Baix grau de diferenciació histològica 
Infiltració limfocítica 

Sovint mucinós 
Millor pronòstic 

5% 10% 

CCR 
hereditari 

no polipòsic 
(CCHNP) 

CCR espontani – 
Silenciació 

epigenètica de 
MLH1 
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dels gens supressors tumorals, donant lloc al desenvolupament del càncer. En el CCR s’han 

descrit patrons d’hipermetilació diferents en l’epiteli normal de colon en funció de l’edat de 

l’individu (metilació de tipus A), així com també en l’epiteli tumoral en funció de les 

característiques del tumor (metilació de tipus C) [109]. En principi, la metilació de tipus A 

correspon a una situació normal derivada de l’edat de l’individu i afecta a gens que controlen 

el creixement i/o la diferenciació cel·lular, fet que recentment s’ha suggerit que podria ser un 

factor de predisposició a la tumorogènesis. Pel contrari, la metilació de tipus C resulta ser 

exclusiva dels tumors que presenten un fenotip d’illes CpG metilades (CIMP). 

Aproximadament 1/3 dels CCR esporàdics presenten CIMP i ocorren majoritàriament en el 

colon proximal i en individus d’edat avançada, generalment dones. A més, s’ha descrit que 

aquests tumors tendeixen a ser V600E BRAF mutat i KRAS, TP53 no mutat [33]. Existeixen 

numerosos estudis en CCR que descriuen gens susceptibles a presentar CIMP així com hMLH1 

[101, 102, 110], CDH1 , CDKN2A/p16, TSP1 i GSTP1 [100, 102, 109, 111]. 

1.1.4.2.2 Modificació d’histones 

L’acetilació i la metilació d’histones són les principals alteracions d’histones estudiades en el 

CCR. El residu modificat, la localització de la histona i la categoria de l’alteració pronosticaran 

la supervivència del pacient. 

D’una banda, alguns estudis relacionen la família d’histones deacetilases (HDAC) amb el procés 

carcinogènic del CCR, tot actuant sobre alguns gens supressors de tumors com el gen 

homeobox tipus caudal-1 (CDX1) [74] i la Sirtuina-3 [75]. D’altra banda, es suggereix que la 

desmetilasa específica Lisina 1 (LSD1) pot potenciar la proliferació, la invasió i la metàstasis en 

models murins de CCR, així com també se l’ha correlacionat positivament amb l’estadiatge i la 

infiltració nodular en pacients amb CCR [112]. Estudis immunohistoquímics correlacionen els 

patrons d’expressió de certes marques de metilació d’histones (per exemple, H3K9me2, 

H3K9me3, H3K27me2) amb característiques clinicopatològiques de pacients amb CCR, com la 

infiltració nodular i la metàstasis a distància [113-115]. A més, membres de la família de 

proteïnes del grup Polycomb, com ara Bmi1, s’han trobat elevades en pacients amb CCR i s’han 

correlacionat amb estadis avançats i carcinomes més agressius [116]. Finalment, a part de la 

modificació d’histones, la ubiquitinació d’histones també podria ser un mecanisme alternatiu 

de regulació genètica en el CCR. S’ha descrit que la lligasa d’ubiquitina H2B està mutada en 

tumors de CCR, mentre que la desubiquitinasa H2B es troba sobreexpressada i activament 

relacionada amb la proliferació cel·lular en el CCR [117]. 
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1.1.4.2.3 Remodelació de la cromatina 

Els complexes remodeladors de la cromatina orquestren molts processos fisiològics que 

inclouen la proliferació, autorenovació i diferenciació cel·lular tot mantenint un equilibri en 

l’activació-repressió de la cromatina [118]. L’alteració d’alguns membres que conformen la 

maquinària de remodelació de la cromatina s’han relacionat amb el procés tumoral del CCR. 

D’una banda, el gen BRG1, un membre del complex remodelador SWI/SNF, s’ha associat a la 

inducció de la metàstasis en el CCR, tot desregulant l’E-cadherina [119]. Mutacions en altres 

membres d’aquest complex, ARID1A i SMARCC2, també són freqüents en pacients amb CCR, 

especialment amb MSI [78, 120]. A més, estudis recents en models murins han permès 

identificar membres de la maquinària remodeladora de la cromatina, l’histona 

acetiltransferasa Tip60 i l’ATPasa p400, capaços d’induir la cascada de Wnt/-catenina i 

promoure la carcinogènesis en el CCR [121]. 

 

1.1.4.3 Classificació molecular segons el Consorci de Subtipus de 

càncer colorectal  
Recentment, els anàlisis exhaustius del genoma en pacients amb CCR han demostrat que cada 

individu presenta un patró de mutacions úniques, cadascun amb una mediana de 76 

mutacions no silencioses. En conseqüència, per tal de correlacionar el fenotip de la cèl·lula 

tumoral amb el comportament clínic i així escollir el tractament de forma racional amb 

teràpies diana específiques, el consorci de subtipus de CCR ha unificat 6 sistemes de 

classificació molecular independents del CCR, en un únic sistema anomenat “subtipus 

molecular consensuat (CMS)” que inclou 4 grups (CMS1-4) amb informació epigenètica, 

transcriptòmica, microambiental, genètica i clínica dels tumors (Taula 3) [122]. 

 CMS1 (Inestabilitat microsatèl·lit immune, 14%), casos hipermutats, amb inestabilitat 

de microsatelits i alta reacció inmunologica. 

 CMS2 (Epitelial canònic, 37%), neoplasies amb fenotip epitelial, amb activació de les 

vies de senyalitzacio de WNT i MYC.  

 CMS3 (Epitelial metabòlic, 13%), neoplasies amb fenotip epitelial amb alta 

desregulació metabòlica. 

 CMS4 (Mesenquimal, 23%), neoplasies amb alta activació del TGF-β, amb invasió 

estromal i angiogènesis. 
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Taula 3. Subtipus moleculars consensuats del CCR. Adaptat de [122]. 

 CMS1 CMS2 CMS3 CMS4 

Nom alternatiu 

Inestabilitat 

microsatèl·lit 

immune 

Epitelial canònic Epitelial metabòlic Mesenquimal 

Característiques 

principals 

Hipermutat, MSI i 

alta activació 

immune 

Epitelial, alta 

activació WNT i 

MYC 

Epitelial i alta 

desregulació 

metabòlica 

Alta activació TGF, 

invasió estromal i 

angiogènesis 

Incidència 14% 37% 13% 23% 

Alteracions 

genòmiques 

MSI, alt nombre de 

mutacions 

CIN, moderat/baix 

nombre de 

mutacions 

CIN, moderat 

nombre de 

mutacions 

CIN, baix nombre de 

mutacions 

Lesions precursores Pòlips serrats Adenoma tubular 

Adenoma tubular 

amb 

característiques 

serrades 

Pòlips serrats 

Alteracions 

epigenètiques 
Alta metilació Baixa metilació 

Moderada 

metilació 
Baixa metilació 

Alteracions 

transcriptòmiques 

Activació immune, 

JAK-STAT, Caspases 

Activació WNT, 

MYC, EGFR, VEFG, 

integrines, TFG, 

IGF i IRS2, HNF4, 

HER2 i ciclines 

MMR, 

glutaminòlisis, 

lipidiogènesis, cicle 

cel·lular 

Activació 

mesenquimal, sistema 

de complement, 

immunosupressió, 

integrines 

Microambient 

estromal-immunitari 

Pocs CAF, molt 

immunogènic, 

tendeix a la 

resposta 

immunològica 

adaptativa 

Molt pocs CAFs, 

poc immunogènic, 

tendeix a la 

resposta 

immunològica 

innata 

Pocs CAFs, molt 

immunogènic, 

tendeix a la 

resposta 

immunològica 

adaptativa 

Molts CAFs, 

inflamació, tendeix a 

la resposta 

immunològica innata, 

EMT 

Mutacions associades 

MSH6, RNF43, 

ATM, TGFBR2, 

BRAF, PTEN 

APC, KRAS, TP53, 

PIK3CA 

APC, KRAS, TP53, 

PIK3CA 

APC, KRAS, TP53, 

PIK3CA 

Alteracions clíniques i 

histopatològiques 

Sòlid, trabecular, 

mucinós 
Tubular Papil·lar 

Desmoplàsia 

prominent, estromal 

Edat (anys) 69 66 67 64 

Sexe 44% H, 56% D 58% H, 42% D 53% H, 47% D 55% H, 45% D 

Localització Proximal Distal Mixta Distal 

Estadi al diagnòstic 

(%) 

I: 12 

II: 44 

III: 40 

IV: 4 

I: 13 

II: 40 

III: 39 

IV: 8 

I: 17 

II: 41 

III: 37 

IV: 5 

I: 8 

II: 33 

III: 47 

IV: 12 

Grau (%) 

1: 15 

2: 40 

3: 45 

1: 22 

2: 73 

3: 5 

1: 20 

2: 68 

3: 12 

1: 9 

2: 72 

3: 19 
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1.1.5 Diagnòstic, estadiatge, pronòstic i tractament 
En estadis inicials, els pacients amb CCR no solen presentar símptomes, per tant, el cribatge és 

molt important per detectar possibles tumors en una etapa precoç. A mesura que avança el 

càncer, els símptomes s’evidencien amb sagnat rectal, sang a la femta, canvi en els hàbits 

intestinals, dolors còlics en l’abdomen inferior, disminució de la gana o pèrdua de pes. 

1.1.5.1 Diagnòstic 
Les revisions mèdiques periòdiques d’acord amb la situació personal, sexe, edat i salut de 

l’individu són necessàries ja sigui per trobar i extreure els possibles pòlips o be per detectar el 

càncer abans de presentar simptomatologia i quan el tractament podria ser més exitós [123]. 

Degut a l’alta incidència del CCR, els programes de cribatge nacionals sembla que són cost-

efectius en la població de més de 50 anys, ja que representa el grup d’individus de major risc a 

desenvolupar un CCR.  

La primera prova que es realitza és l’anàlisi de sang oculta en femta (FIT o gFOBT), si es detecta 

sang s’ha de detectar d’on prové ja que s’ha de tenir en compte que lesions benignes també 

poden ocasionar sagnats. L’últim congrés de l’American Gastroenterological Association va 

concloure que les rondes consecutives de cribatge basades en el test de sang oculta en femta, 

utilitzant el mètode immunològic, assoleixen un rendiment diagnòstic similar o superior als 

estudis endoscòpics [123]. En combinació amb aquest, sovint es duu a terme un examen rectal 

digital per buscar àrees anormals amb el tacte. Alternativament, existeix el test d’ADN en 

femta que permet detectar certs marcador genètics indicadors de càncer. Així com en FIT i 

gFOBT, un resultat sospitós suggeriria fer una colonoscòpia.  

Si els resultats de les proves de detecció suggereixen que hi ha càncer o símptomes sospitosos, 

es realitzarà un examen físic i analític del pacient. Si l’examen físic i els resultats de les proves 

sanguínies són normals, es pautaran revisions posteriors de seguiment i control preventiu. Si 

pel contrari els resultats són anòmals, es suggerirà fer una evaluació completa del colon i recte 

mitjançant la prova diagnòstica per excel·lència: l’endoscòpia (colonoscòpia o sigmoidoscòpia). 

Freqüentment, el teixit anormal es pot biopsiar i/o extirpar durant la colonoscòpia o 

sigmoidoscòpia. Aquest teixit és estudiat i valorat per microscòpia en busca de cèl·lules 

canceroses per un patòleg. 

A nivell de diagnòstic d’imatge, es recomana la colonografía per tomografía computada (CTC) 

que obté imatges 3D del colon, malgrat no permet biopsiar. No s’indica l’ús d’enema de bari de 

doble contrast (DCEB) degut a la baixa eficiència en comparació a la colonoscòpia i a la CTC. A 

més, si el resultat histològic confirma el diagnòstic de CCR, s’indica l’ús de la tomografia 
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computada (TC) de pit, abdomen i pelvis per determinar tant la profunditat de la invasió 

tumoral com les possibles metàstasis limfàtiques locorregionals. Lamentablement aquests 

mètodes identifiquen lesions grans i no tenen la possibilitat d’agafar biòpsies pel diagnòstic 

histològic. 

A nivell molecular, es poden estudiar determinats gens en la biòpsia de teixit sospitós de ser 

tumoral. Els resultats d’aquest tests ajudaran a decidir les opcions de tractament i, fins i tot 

valorar la teràpia dirigida pel tipus de tumor diagnosticat. 

La següent taula recull els principals mètodes de cribatge utilitzats pel CCR. 

Taula 4. Principals mètodes de cribatge del CCR. 

 
Beneficis 

Rendiment i 
complexitat* 

Limitacions 
Interval de 
temps de 

prova 

Exàmens visuals 

Colonoscòpia • Examina el colon sencer 
• Pot fer biòpsia i eliminar 
pòlips 
• Pot diagnosticar altres 
malalties 
• Requerit per a resultats 
anormals d'altres proves 

Rendiment: 
El més alt 
Complexitat: 
La més alta 

• Completa neteja de l'intestí 
• Pot ser car 
• La sedació sol ser necessària 
• Major risc de patir infeccions en 
comparació amb altres proves 

10 anys 

Colonografia 
tomogràfica 
computada  

(CTC) 

• Examina el colon sencer 
• Bastant ràpida 
• Poques complicacions 
• Sedació no necessària 
• No invasiva 

Rendiment: 
Alt (per a pòlips 
de grans 
dimensions) 
Complexitat: 
Intermitja 

• Completa neteja de l'intestí 
• No es poden treure pòlips ni 
realitzar biòpsies 
• Exposició a dosis baixa de 
radiació 
• La colonoscòpia és necessària si 
és positiva 

5 anys 

Enema de bari 
de doble 

contrast (DCBE) 

• Generalment examina el 
colon sencer 
• Poques complicacions 
• Sedació no necessària 

Rendiment: 
Alt (per a pòlips 
de grans 
dimensions) 
Complexitat: 
Alta 

• Completa neteja de l'intestí 
• Alguns resultats positius són 
falsos 
• No es poden treure pòlips ni 
realitzar biòpsies 
• Exposició a dosis baixa de 
radiació 
• La colonoscòpia és necessària si 
es detecten anormalitats 
• Disponibilitat molt limitada 

5 anys 

Sigmoidoscòpia 
flexible 

• Bastant ràpida 
• Poques complicacions 
• Preparació mínima de 
l'intestí 
• No requereix sedació 

Rendiment: 
Alt per al recte i 
per la part 
inferior del colon 
Complexitat: 
Intermitja 

• Neteja parcial de l'intestí 
• Visibilitat només de la tercera 
part del colon 
• No es poden treure pòlips de 
grans dimensions 
• Cert risc d’infecció intestinal 
• Lleugerament més efectiva quan 
es combina amb proves anuals de 
FIT/FOBT. 
• La colonoscòpia és necessària si 
és positiva 
• Disponibilitat limitada 

5 anys 
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Proves en femta 

Immunoquímica 
fecal  

(FIT) 

• Sense neteja 
intestinal o sedació 
• Es pot realitzar a casa 
• Baix cost 
• No invasiva 

Rendiment: 
Intermitja per 
càncer 
Complexitat: 
Baixa 

• Requereix múltiples mostres 
fecals 
• Es perden la majoria dels 
pòlips 
• Pot donar lloc a falsos positius 
• Lleugerament més efectiva 
quan es combina amb una 
sigmoidoscòpia flexible cada 5 
anys 
• La colonoscòpia és necessària 
si és positiva 

Anual 

Sang oculta en 
femta basada en 

guaiac  

(gFOBT) 

• Sense neteja 
intestinal 
• Es pot realitzar a casa 
• Baix cost 
• No invasiva 

Rendiment: 
Intermitja per 
càncer 
Complexitat: 
Baixa 

• Requereix múltiples mostres 
fecals 
• Es perden la majoria dels 
pòlips 
• Pot donar lloc a falsos positius 
• És necessària una prova 
preliminar de limitacions 
dietètiques 
• Lleugerament més efectiva 
quan es combina amb una 
sigmoidoscòpia flexible cada 5 
anys 
• La colonoscòpia és necessària 
si és positiva 

Anual 

Test d’ADN de 
femta  

(Cologuard®) 

• Sense neteja 
intestinal 
• Es pot realitzar a casa 
• Requereix només una 
sola mostra de femta 
• No invasiva 

Rendiment: 
Intermitja per 
càncer 
Complexitat: 
Baixa 

• Es perden la majoria dels 
pòlips 
• Més resultats amb falsos 
positius que altres proves 
• Cost superior a gFOBT i FIT 
• La colonoscòpia és necessària 
si és positiva 

3 anys, per 
recomanació 
del fabricant 

* La complexitat implica la preparació del pacient, les molèsties, les instal·lacions i els equips necessaris i la 
incomoditat del pacient. 

 

El seguiment inclou la colonoscòpia i la TC de pit, abdomen i pelvis a diferents temps depenent 

del risc de recaiguda del pacient. El 18FDG PET/TC no es recomana pel diagnòstic inicial però sí 

que pot ajudar a clarificar el diagnòstic i detectar les metàstasis. Finalment, la ressonància 

magnètica és el mètode d’elecció per valorar l’eficàcia de la quimioteràpia en els casos de CCR 

amb recaiguda hepàtica. 

1.1.5.2 Estadiatge 
Si els resultats de la biòpsia mostren que el pacient presenta CCR, serà necessari conèixer 

l’estadi de la malaltia per determinar el millor tractament. Des de la classificació de Dukes 

durant la primera meitat del segle XX [124], el sistema de classificació dels tumors colorectals 

ha tingut com a referència l’extensió anatòmica dels mateixos, descrivint-se en l’actualitat 

mitjançant tres paràmetres: T, N i M. En primer lloc, el paràmetre “T” descriu el grau 
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d’infiltració tumoral en la paret de l’intestí gros; en segon lloc, el paràmetre “N” indica el 

compromís dels ganglis limfàtics, i, finalment, el paràmetre “M” valora la presència de 

metàstasis a distància [121]. 

Els paràmetres “T”, “N” o “M” complementen la seva informació mitjançant números. Els 

números més alts indiquen estadis més avançats. Després de la cirurgia i un cop determinades 

les categories T, N i M del pacient, es combina aquesta informació mitjançant un procés 

anomenat agrupació per estadis per tal d’assignar un estadi general. Així doncs, els tumors en 

estadis inicials se’ls assigna el número 0 (carcinoma in situ) i aquest es va incrementant d’ 1 (I) 

a 4 (IV) en funció del grau de desenvolupament tumoral. Alguns estadis tenen associada una 

lletra “a”, “b” o “c” que detalla un subestadi. Per tant, com més baix és el número, menys s’ha 

disseminat el tumor; i dins d’un estadi, una lletra menor correspon a un estadi menys avançat. 

(Taula 5, Figura 16). 

Aquest sistema és un dels més utilitzats per l’estadificació del CCR i és acceptat i revisat 

periòdicament per l’American Joint Committee on Cancer (AJCC) i la International Union 

Against Cancer (UICC) [125]. 

Taula 5. Sistema de classificació clínica del TNM (8a edició) en el CCR proposat per American Joint Cancer 

Committee (AJCC) i Union for International Cancer Control (UICC). Adaptat de [125]. 

Categoria T (Tumor primari) 

T0 No hi ha evidència de tumor primari. 

Tx No es pot valorar la infiltració del tumor per falta d'informació. 

Tis 
El càncer es troba en la seva etapa inicial (Carcinoma in situ). El tumor es localitza a la capa muscular 
prima i interna de la mucosa. 

T1 El tumor ha crescut a través de la capa muscular de la mucosa i s'extén fins la submucosa. 

T2 El tumor ha crescut a través de la submucosa i s'extén fins la capa muscular pròpia. 

T3 
El tumor ha crescut a travès de la capa muscular pròpia i s'extén cap a les capes més externes del colon 
i/o recte, però no a través d'elles. 

T4a El tumor ha crescut i s'ha infiltrat a través de la serosa. 

T4b El tumor ha crescut a través de la paret del colon i/o recte i invaeix els teixits o òrgans adjacents.  

Categoria N (Ganglis limfàtics adjacents) 

N0 No hi ha evidència de ganglis limfàtics adjacents afectats. 

Nx No es pot valorar el nombre de ganglis afectats per falta d'informació. 

N1 No es troben cèl·lules cancerígenes dins o prop d'1-3 ganglis limfàtics adjacents. 

  N1a Es troben cèl·lules cancerígenes en 1 gangli limfàtic adjacent. 

  N1b Es troben cèl·lules cancerígenes en 2-3 ganglis limfàtics adjacents. 
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  N1c 
Es troben petits dipòsits de cèl·lules cancerígenes (tumors satèl·lits) en la subserosa propera als ganglis 
limfàtics, però no als ganglis limfàtics en sí.  

N2 Es troben cèl·lules cancerígenes en 4 o més ganglis limfàtics adjacents. 

  N2a Es troben cèl·lules cancerígenes en 4-6 ganglis limfàtics adjacents. 

  N2b Es troben cèl·lules cancerígenes en 7 o més ganglis limfàtics adjacents. 

Categoria M (Metàstasis a distància) 

M0 No hi ha propagació distant. 

MX No es pot valorar l'existència de metàstasis en òrgans per falta d'informació. 

M1a El càncer s'ha propagat a un òrgan distant o a un grup de ganglis limfàtics distant. 

M1b 
El càncer s'ha propagat a més d'un òrgan distant o a un grup de ganglis limfàtics distants, o s'ha 
propagat a parts distants del peritoneu. 

M1c El càncer s'ha propagat al peritoneu amb/sense invasió d’òrgans. 

 

Figura 16. Progressió del CCR en els diferents estadis. Adaptat de [126]. 

 

El sistema TNM utilitza l’estadiatge patològic, i no l’estadiatge clínic, el qual només té en 

compte les proves realitzades abans de la cirurgia. L’estadiatge patològic es considera més 

precís per englobar la informació procedent del reconeixement mèdic, la biòpsia, els estudis 

per imatge i els resultats de la cirurgia. La combinació dels tres paràmetres que conformen el 

sistema TNM proporciona la base per prendre desicions terapèutiques (Taula 6) [125]. 
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Taula 6. Sistema de classificació patològica del TNM en el CCR. Adaptat de [125].  

Estadi 
anatòmic 

Grup pronòstic Descripció de l'etapa 

0 Tis, N0, M0 
El tumor es troba en la seva etapa inicial (Carcinoma in situ o  intramucós (Tis)). 
No ha atravessat la capa interna (mucosa) del colon o recte. 

I T1 o T2, N0, M0 
El tumor ha atravessat la capa muscular de la mucosa fins la submucosa (T1), i 
també pot haver crescut fins la muscular pròpia (T2). El tumor no s'ha propagat 
als ganglis limfàtics adjacents (N0) ni s'ha propagat a regions distants (M0). 

IIA T3, N0, M0 
El tumor ha invaït les capes més externes del colon o recte, però no les ha 
atravessat (T3). No s'ha propagat a òrgans adjacents, a ganglis limfàtics propers 
(N0) ni a regions distants (M0). 

IIB T4a, N0, M0 
El tumor ha crescut a través de la paret del colon o recte, però no invaït altres 
teixits o òrgans adjacents (T4a). El tumor encara no s'ha propagat als ganglis 
limfàtics propers (N0) ni a regions distants (M0). 

IIC T4b, N0, M0 
El tumor ha atravessat la paret del colon o recte i creix cap a teixits o òrgans 
adjacents (T4b). El tumor encara no s'ha propagat als ganglis linfàtics propers 
(N0) ni a regions distants (M0). 

IIIA 

T1 o T2, N1, M0 

El tumor ha atravessat la mucosa fins la submucosa (T1) i també és possible 
que hagi crescut fins la capa muscular pròpia (T2). S'ha propagat a 1-3 ganglis 
limfàtics propers (N1a/N1b) o fins àrees de greix properes als ganglis limfàtics, 
però no ha assolit els ganglis pròpiament (N1c). No s'ha propagat a regions 
distants (M0). 

T1, N2a, M0 
El tumor ha atravessat la mucosa fins la submucosa (T1). S'ha propagat a 4-6 
ganglis limfàtics propers (N2a). No s'ha propagat a regions distants (M0). 

IIIB 

T3 o T4a, N1, M0 

El tumor ha crescut fins les capes més externes del colon o recte (T3), o a través 
del peritoneu visceral (T4a), però no ha afectat als òrgans adjacents. Ha invaït 
1-3 ganglis limfàtics propers (N1a o N1b) o fins àrees de greix properes als 
ganglis linfàtics, però no ha assolit els ganglis pròpiament (N1c). No s'ha 
propagat a regions distants (M0). 

T2 o T3, N2a, M0 
El tumor ha crescut fins la muscular pròpia (T2) o fins les capes més externes 
del colon o recte (T3). S'ha propagat a 4-6 ganglis limfàtics propers (N2a). No 
s'ha propagat a regions distants (M0). 

T1 o T2, N2b, M0 
El tumor ha crescut a través de la mucosa fins la submucosa (T1) i també és 
possible que hagi crescut fins la capa muscular pròpia (T2). S'ha propagat a 7 o 
més ganglis limfàtics propers (N2b). No s'ha propagat a regions distants (M0). 

IIIC T4a, N2a, M0 
El tumor ha crescut a través de la paret del colon o recte (inclòs el peritoneu 
visceral), però no ha afectat als òrgans adjacents (T4a). S'ha propagat a 4-6 
ganglis limfàtics propers (N2a). No s'ha propagat a regions distants (M0). 
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T3 o T4a, N2b, M0 

El tumor ha crescut fins les capes més externes del colon o recte (T3), o a través 
del peritoneu visceral (T4a), però no ha afectat als òrgans adjacents. S'ha 
propagat a 7 o més ganglis limfàtics propers (N2b). No s'ha propagat a regions 
distants (M0). 

T4b, N1 o N2, M0 

El tumor ha crescut a través de la paret del colon o recte i s'ha unit o creix cap a 
altres teixits o òrgans adjacents (T4b). S'ha propagat com a mínim a 1 gangli 
limfàtic proper o fins a àrees de greix properes als ganglis (N1 o N2). No s'ha 
propagat a regions distants (M0). 

IVA 
Qualsevol T, 

qualsevol N, M1a 

El tumor pot o no haver crescut a través de la paret del colon o recte (Qualsevol 
T). Pot o no haver-se propagat als ganglis limfàtics adjacents (qualsevol N). S'ha 
propagat a 1 òrgan distant (així com el fetge o pulmó) o a 1 grup distant de 
ganglis limfàtics (M1a). 

IVB 
Qualsevol T, 

qualsevol N, M1b 

El tumor pot o no haver crescut a través de la paret del colon o recte. Pot o no 
haver-se propagat als ganglis linfàtics adjacents. S'ha propagat a més d11 òrgan 
distant (així com el fetge o pulmó) o a 1 grup de ganglis limfàtics distants, o s'ha 
propagat a regions distants del peritoneu (M1b). 

IVC 
Qualsevol T, 

qualsevol N, M1c 

El tumor pot o no haver crescut a través de la paret del colon o recte. Pot o no 
haver-se propagat als ganglis linfàtics adjacents. S'ha propagat a més d11 òrgan 
distant (així com el fetge o pulmó) o a 1 grup de ganglis limfàtics distants, i s'ha 
propagat a regions distants del peritoneu (M1c). 

 

1.1.5.3 Pronòstic 
El pronòstic o perspectiva de supervivència dels pacients amb CCR es correlaciona amb l’estadi 

evolutiu del tumor en el moment del diagnòstic. Les taxes de supervivència normalment es 

basen en els resultats prèvis d’un gran nombre de persones que patiren la malaltia. Per tant, 

aquestes taxes només són estimacions que no poden predir el que succeirà en cada cas 

particular d’un individu.  

El pronòstic de cada individu varia segons l’estadi del tumor (classificació TNM), les 

característiques histopatològiques del tumor, l’edat, els hàbits saludables, el rendiment del 

càncer, el tractament, etc. Per tant, és important conèixer el tipus i l’estadi del càncer d’un 

individu per estimar el seu pronòstic (Figura 17). 

 

Figura 17. Comparació de la supervivència actual en funció de l’estadi tumoral [127]. 
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Els percentatges presentats provenen de la última edició del manual d’estadificació de l’AJCC 

publicat al 2017 (Taula 7). Aquestes xifres es basen en un estudi del centre de dades del 

National Cancer Institute SEER, que tracta de persones diagnosticades de càncer de colon 

entre el 2004 i 2010 [6]. 

 

Taula 7. Supervivència als 5 anys desprès del diagnòstic de CCR, en funció de l’estadiatge. Adaptat de [6].  

Estadi T N M 
Supervivència als 5 

anys 

0 Tis N0 M0 > 95% 

I T1/T2 N0 M0 92% 

IIA T3 N0 M0 87% 

IIB T4a N0 M0 63% 

IIIA T1/T2 N1/N2a M0 89% 

IIIB T1 - T4a N1 - N2b M0 69% 

IIIC T3 - T4b N1 - N2b M0 53% 

IV T1 - T4b N0 - N2b M1 11% 

 

Aquestes estadístiques es basen en una versió anterior del sistema TNM. En aquesta versió 

antiga no es considerava l’estadi IIC sinó que aquests eren considerats estadis IIB. A més, 

alguns tumors que actualment es consideren IIIC anteriorment es classificaven com a IIIB, 

mentre que altres que ara es consideren IIIB anteriorment es classificaven com a IIIC. Pel que 

fa als actuals estadis IVA i IVB, anteriorment ambdós subestadis eren considerats estadi IV. 

 

Quan el tractament es realitza a una edat jove, molts pacients sobreviuen al menys 5 anys 

després del diagnòstic (aquest fet s’anomena supervivència als 5 anys). En molts casos, el CC és 

una malaltia curable quan es detecta a temps. Si el CC no reapareix als 5 anys després del 

diagnòstic, es considera curat. Els CC en estadis I, II i III són considerats potencialment 

curables. En canvi, generalment el CC en estadi IV no es considera curable, malgrat existeixen 

algunes excepcions. 

1.1.5.4 Tractament 
El pla de tractament és determinat per un equip multidisciplinar que inclou gastroenteròlegs, 

cirurgians gastrointestinals, oncòlegs, radiòlegs i patòlegs. 

La cirurgia és el tractament d’elecció si el tumor primari encara està localitzat. L’extirpació 

quirúrgica pot ser curativa. La cirurgia ha d’extirpar el tumor amb amplis marges i almenys 

dotze ganglis limfàtics han de quedar disponibles per l’evaluació patològica.  
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Els pacients en estadi 0 (Tis, N0, M0) o I (T1-2, N0, M0) generalment presenten càncers que 

són part d’un pòlip. Generalment s’extirpa el pòlip localitzat (polipectomía) durant la 

colonoscòpia o es practica una cirurgia local, però no reben cap tractament addicional degut al 

seu baix percentatge de recaiguda i al reduït benefici que els suposa la neoadjuvància [125].  

A partir de l’estadi IIA-C (qualsevol T, N1-2, M0) el càncer ja ha crescut a través de la paret del 

colon (Figura 16), però encara no ha compromès als ganglis limfàtics. Generalment, la cirurgia 

aïllada és el tractament més comú, tot i que pot recomenar-se fer tractament adjuvant (Figura 

19). Aquest tractament s’administra desprès de l’extirpació del tumor primari, per així 

aconseguir reduir al màxim la possibilitat de recaiguda. El tractament adjuvant es recomana 

sobretot en pacients d’estadi II i III amb ganglis limfàtics positius (N1-2), que presenten alt risc 

de recaiguda i no tenen contraindicacions post-cirurgia (Figura 19). El tractament adjuvant 

estàndard des de la dècada del 1990 és la quimioteràpia basada únicament en 

fluoropirimidines, ja sigui per via intravenosa (5-Fluorouracil, 5-FU) o oral (Capecitabina), ja 

que s’ha demostrat que redueix el risc de recaiguda i millora la supervivència [72]. Segons les 

indicacions del National Comprehensive Cancer Network (NCCN) es considera combinar el 

tractament adjuvant estàndard, 5-FU/Capecitabina, amb o sense Oxaliplatí i/o Leucovorí en els 

pacients d’estadi II amb alt risc de recaiguda. Aquesta recomanació es basa en un important 

assaig clínic multicèntric (MOSAIC) que mostra un increment absolut del 7% en la 

supervivència lliure de malaltia als 5 anys desprès del règim amb Oxaliplatí (Figura 18) [72]. 

Estudis recents suggereixen que aquesta millora només s’esdevé en pacients menors de 70 

anys [128, 129]. 

 

Figura 18. Estimació de la supervivència lliure de malaltia en pacients d’estadi II i III tractats amb 5-FU i 

Leucovorí (FL) +/- Oxaliplatí en l’assaig clínic MOSAIC [129]. 
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Existeixen altres combinacions de fàrmacs possibles malgrat no existeixen evidències 

científiques que indiquin una millora en la supervivència [125]. De forma interessant, no tots 

els agents quimioterapèutics testats com a beneficiosos en pacients metastàsics, per exemple 

l’Irinotecan, són bons pel tractament adjuvant [74, 75]. De fet, estudis recents no descriuen 

cap efecte beneficiós al combinar fàrmacs diana amb la quimioteràpia estàndard en pacients 

d’estadi III. L’origen d’aquests estudis va sorgir de la millora en la supervivència que mostrà la 

combinació de Cetuximab (en pacients amb l’exó 2 de KRAS no mutat) o Bevacizumab amb la 

quimioteràpia estàndard en pacients de CC d’estadi avançat. No obstant, estudis posteriors en 

aquesta mateixa línia han descrit resultats poc efectius [81, 83, 130]. 
 

El tractament estandard en pacients d’estadi III és la cirurgia acompanyada de quimioteràpia. 

Els règims de quimioteràpia proposats són FOLFOX (5-FU, Leucovorí i Oxaliplatí) o XELOX 

(Capecitabina i Oxaliplatí). Aquells pacients d’estadi III amb una salut compromesa per 

sotmetre’s a la cirurgia sovint es tracten amb quimioteràpia aïllada i/o en combinació amb la 

radiació (Figura 19) [125]. La duració òptima de la quimioteràpia adjuvant és de 3 (per 

exemple, en estadi N1) a 6 mesos, en funció del risc de recaiguda del pacient. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Algoritme de tractament pel CCR localitzat. FU, Fluorouracil; N, node; T, tumor; Tis, carcinoma in 

situ. 

CÀNCER COLORECTAL LOCALITZAT 

Tis/T1 N0 > T1 N0 

Excisió local/polipectomia  Cirurgia i anastomosis 

Estadi I Estadi II Estadi III 

Factors d’alt risc (n): 
• Examen de ganglis limfàtics <12 
• Baix grau de diferenciació histològica 
• Invasió vascuar/limfàtica/perineal 
• Oclusió o perforació 
• Estadi pT4 

Baix risc 
(n=0) 

Alt risc 
(n≥1) 

Considerar 
tractament adjuvant 

Tractament adjuvant FU 
+/- oxaliplatí 

Seguiment 
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1.1.5.4.1  Marcadors pronòstic i predictius pel tractament adjuvant  

Existeixen pocs marcadors pronòstic validats que siguin potencialment útils per guiar la decisió 

terapèutica a l’hora d’escollir el tractament adjuvant més òptim en pacients d’estadis II amb 

alt risc de recaure i desprès de sotmetre’s a cirurgia. A continuació es proposen alguns dels 

marcadors recentment suggerits com a potencialment útils per a la individualització del 

tractament adjuvant en el CC. 

Característiques patològiques 

Diverses organitzacions capdavanteres com la Societat Americana d’Oncologia Clínica (ASCO) i 

la Societat Europea d’Oncologia Mèdica (ESMO) han identificat un conjunt de característiques 

clínies d’alt risc que recolzen la quimioteràpia convencional combinada amb Oxaliplatí en 

pacients d’estadi II d’alt risc. Algunes d’aquestes característiques són les següents: tumors 

primaris pT4 [80, 92-94], perforació i/o obstrucció [121], invasió perineural i limfovascular [95, 

97, 98] i menys de 12 ganglis limfàtics extirpats durant la cirurgia [72].  

ctADN 

Recentment s’ha proposat l’estudi de l’ADN circulant tumoral com a biomarcador pronòstic de 

recaiguda en pacients de CC. El ctADN permet detectar la malaltia mínima residual desprès de 

la cirurgia, fet que el fa potencialment útil per estratificar el risc de recaiguda en els pacients 

d’estadi II. En aquesta mateixa línia, un estudi de Tie i col·laboradors descriu que la majoria de 

pacients (79%) que patía recaiguda desprès de la cirurgia se’ls detectava ctADN tumoral [131]. 

No obstant, malgrat pronosticar la recaiguda, el ctADN no permet determinar el tipus de 

tractament adjuvant més adequat per a cada pacient d’estadi II. 

Immunoscore 

L’equip de Pagès i col·laboradors va publicar al 2009 que els pacients d’estadi I o II amb alta 

densitat de cèl·lules CD45RO+ i CD8+ en la regió del tumor presentaven millor pronòstic que 

aquells pacients amb baixa densitat de tals cèl·lules immunitàries, suggerint que 

l’immunoscore és un factor pronòstic independent de les característiques clínicopatològiques 

d’alt risc en estadis inicials de CCR [123]. Recentment, el grup de Galon ha validat l’esmentat 

immunoscore en pacients d’estadi I, II i III de CCR en un estudi multicèntric que inclou 1.336 

pacients i, de forma interessant, descriu la capacitat d’identificar el subgrup de pacients 

d’estadi II d’alt risc, almenys en la cohort de pacients estudiada [124]. 

Defectes en el mecanisme de reparació d’errors de l’ADN i presència de MSI 

L’estat del mecanisme de reparació d’errors de l’ADN és un factor pronòstic validat en els 

pacients de CC, especialment en estadis inicials. Els pacients d’estadi II amb MSI presenten 
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menor risc de recaiguda i millor pronòstic quan no se’ls administra tractament adjuvant [100, 

132]. De fet, Sinicrope i col·laboradors descriu que el tractament adjuvant basat en 5-FU en 

pacients d’estadi II amb MSI no redueix l’aparició de metàstasis a distància [103]. No obstant, 

l’efecte pronòstic de l’estat del MMR, i la conseqüent aparició de MSI, en els pacients d’estadi 

III és menys robust [101, 102, 132], ja que aquests es beneficien de la quimioteràpia adjuvant 

amb 5-FU o Oxaliplatí, independentment de presentar o no MSI [101, 103, 104]. En 

conseqüència, en els pacients d’estadi III, l’estat del MMR no serà d’utilitat per prendre 

decisions terapèutiques. 

Alguns estudis preclinics i clínics han descrit que els tumors amb MSI són més sensibles al ser 

tractats amb Irinotecan [105] o bé al combinar Bevacizumab amb el tractament adjuvant 

estàndard. No obstant, els subseqüents estudis retrospectius d’aquesta interacció mostren 

resultats conflictius [106-108, 133], suggerint que el valor pronòstic de MSI encara requereix 

ser validat en futurs estudis. 

Expressió de CDX2 

L’expressió del factor de transcripció CDX2 s’ha descrit com un potencial biomarcador 

pronòstic ja que no només valora la probabilitat de recaure sinó que també pronostica el 

benefici del tractament adjuvant en pacients d’alt risc [120]. Recentment, l’estudi realitzat per 

Dalerba i col·laboradors associa la manca d’expressió de CDX2 amb pitjor pronòstic en el 

subgrup de pacients d’estadi II amb alt risc de recaiguda, els quals es podrien beneficiar de la 

quimioteràpia adjuvant [79]. 

Mutacions de BRAF 

La mutació BRAFV600E ha estat validada com un factor pronòstic independent en estadis inicials 

de CC [101, 102, 109-111, 134, 135]. El risc addicional que representa la mutació BRAFV600E ha 

de ser considerat en el context de l’estat del MMR (presència/absència de MSI) i la localització 

del tumor. Tant és així que els tumors amb mutació BRAFV600E associats a pitjor pronòstic són 

microsatèl·lit-estable (absència de MSI) i estan situats al colon esquerre [102, 134]. L’estudi de 

Popovici i col·laboradors suggereix que aquest tipus tumoral augmenta 6 vegades el risc de 

mort en estadis inicials de CC [134]. Malgrat la mutació BRAFV600E per si sola sembla ser la 

principal responsable del valor pronòstic en aquest subgrup de pacients, alguns estudis 

postulen que la presència de MSI confereix un efecte protector [101, 109], de manera que els 

tumors amb mutació BRAFV600E i MSI s’associen a millor pronòstic en pacients d’estadis inicials 

[134]. 
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Mutacions de KRAS 

La mutació KRAS (en pacients sense mutació BRAFV600E) s’associa a mal pronòstic. Cal destacar 

que la majoria d’estudis de KRAS s’han realitzat en pacients d’estadi III de CC de manera que 

l’impacte pronòstic de KRAS en estadis II encara és desconegut [100]. De forma interessant, la 

presència de mutacions en l’exó 2 de KRAS (codó 12 o 13, analitzat de forma estàndard) no 

mostra diferències a nivell de pronòstic al combinar Cetuximab amb la quimioteràpia 

estàndard [111]. A més, un estudi realitzat per Sinicrope i col·laboradors descriu que l’addició 

de l’anticòs anti-EGFR al tractament adjuvant estàndard es va associar a pitjor pronòstic en 

pacients d’estadi III sense mutació en KRAS [78]. En conseqüència, recentment s’ha descrit 

que, a més del protocol recomanat de forma estàndard que és l’anàlisi de l’exó 2 de KRAS 

(codons 12 i 13), abans de pautar un tractament basat en l’anticòs monoclonal anti-EGFR, els 

pacients d’estadi III haurien de sotmetre’s a un anàlisi ampliat del gen RAS [78] amb l’objectiu 

d’examinar addicionalment les següents mutacions:  

- KRAS exó 3 (codons 59 i 61) i 4 (codons 117 i 146). 

- NRAS exó 2 (codons 12 i 13), 3 (codons 59 i 61), i 4 (codons 117 i 146). 

Aquest fet es deu a que estudis clínics recents en fase II i III en pacients amb mutació de RAS 

en els exons 2, 3 i 4 no es poden beneficiar de la teràpia amb anti-EGFR. Malgrat les mutacions 

en NRAS són molt poc freqüents en els pacients metastàsics de CC (aproximadament 2%) 

només existeixen dos estudis que recolzen ampliar els tests mutacionals del gen RAS en aquest 

grup de pacients [112, 113]. En conseqüència aquest tipus de tractament només es podria 

considerar en pacients que presentin tumors sense mutació ni en KRAS ni NRAS en exó 2 

(codons 12 i 13), 3 (codons 59 i 61), i 4 (codons 117 i 146) [78]. No obstant, cal tenir en compte 

que a més de l’analisi de l’estat mutacional de RAS, és necessari estudiar altres biomarcadors 

per pautar el tractament més adequat en aquest grup de pacients, ja que l’eficàcia de la 

teràpia monoclonal anti-EGFR és baixa tot i que RAS no estigui mutat [78]. 

 
Mutacions de PIK3CA 

La mutació PIK3CA s’associa a bon pronòstic combinada amb l’ús periòdic d’aspirina a baixes 

dosis [115, 136]. No existeixen estudis preclínics que expliquin aquest fet de manera que calen 

investigacios futures i validacions prospectives que suportin aquesta associació. 

Algunes circumstàncies han de ser tractades amb especial consideració. Aquest és el cas de la 

població anciana i el moment d’inici de la quimioteràpia adjuvant. En primer lloc, els pacients 

majors de 75 anys en estadi III sembla que es beneficien de la quimioteràpia adjuvant basada 

en fluoropirimidines [114, 116]; mentre que aquells en estadi II amb alt risc de recaiguda 
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encara no està ben definit, així com passa amb la resta de pacients més joves en aquest estadi 

tumoral. S’ha descrit que la població anciana no es beneficia de l’addició d’Oxaliplatí a la 

quimioteràpia estàndard, de fet cal tenir molt present la tolerància dels efectes adversos en 

aquest grup de pacients, ja que per exemple l’Oxaliplatí pot generar neurotoxicitat de forma 

prolongada i inhabilitant [117, 118]. En segon lloc, múltiples evidències suggereixen que el 

moment d’inici de la teràpia adjuvant és un factor pronòstic important [119, 137]. 

Generalment, el tractament s’inicia 6-8 setmanes després de la cirurgia, ja que de forma 

rutinària es considera que aquest s’ha de començar tant aviat com sigui possible. No obstant, 

s’ha descrit que el major benefici s’assoleix quan el tractament es comença al voltant de les 8 

setmanes post-cirurgia [137]. 

Desafortunadament, malgrat la majoria de biomarcadors identificats actualment poden 

determinar el pronòstic en pacients d’estadi II d’alt risc, encara cap d’ells pot predir de forma 

acurada el tractament adjuvant més adequat ni tampoc el grau de benefici que aquest podria 

representar.  

A continuació es proposa un resum dels tractaments adjuvants més freqüents per pacients 

d’estadi II d’alt risc, estadi III i/o estadi IV (Taula 8) [125]. Cal destacar que els pacients d’estadi 

IV amb disseminació metastàtica no acostumen a rebre cirurgia sinó que generalment el 

tractament d’elecció és la quimioteràpia i/o tractaments diana per intentar controlar el càncer. 

Taula 8. Alguns dels protocols quimioterapèutics més freqüents. Adaptat de [125]. 

Tractament Combinació Nom comercial 

FOLFOX Leucovorí + 5-FU + Oxaliplatí Eloxatín 

FOLFIRI Leucovorí + 5-FU + Irinotecan Camptosar 

CAPOX/XELOX Capecitabin (Xeloda) + Oxaliplatí 
 

Diana de VEGF  

FOLFOX/FOLFIRI o CapeOx + Bevacizumab   Avastin 

FOLFOX/FOLFIRI o CapeOx + Ziv-aflibercept  Zaltrap 

FOLFOX/FOLFIRI o CapeOx + Ramucirumab  Cyramza 

Diana de EGFR 
FOLFOX/FOLFIRI o CapeOx + Cetuximab   Erbitux 

FOLFOX/FOLFIRI o CapeOx + Panitumumab  Vectibix 

Altres combinacions 

5-FU + Leucovorí +/- fàrmac diana   

Capecitabina +/- fàrmac diana   

Irinotecan +/- fàrmac diana   

Cetuximab    

Panitumumab    

Regorafenib   Stivarga 

Trifluridina + Tipiracil  Lonsurf 
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L’elecció del tractament més adequat depèn de diversos factors, incloent els tractaments 

anteriors, l’estat global de salut i l’estadi patològic en sistema TNM. Si un d’aquests 

tractaments no és efectiu, cal provar-ne un altre. Finalment, pels càncers avançats, la radiació 

pot ajudar a prevenir o alleugerir alguns símptomes com el dolor [125]. 
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1.2 Biòpsia líquida 
Actualment, el perfil molecular dels càncers es realitza a partir d’ADN i/o ARN obtingut a partir 

de la biòpsia del teixit tumoral, fet que determina l’estratègia terapèutica a seguir. No obstant, 

és ben conegut que el perfil molecular dels tumors evoluciona ràpida i dinàmicament al llarg 

del temps en resposta a estímuls endògens i exògens exclusius de cada individu, fet que es 

coneix com a “heterogeneïtat tumoral”. Es suggereix que algunes de les cèl·lules que formen el 

tumor, probablement aquelles que presentin característiques més malignes, seran capaces de 

separar-se de la massa tumoral i entrar a la circulació sanguínia: són les anomenades cèl·lules 

tumorals circulants (CTCs). Alhora, el tumor també allibera altres tipus moleculars, així com 

ADN (ctADN) i/o ARN tumoral circulant (ctARN, majoritàriament miRNAs), proteïnes i vesícules 

(freqüentment de tipus exosomal) (Figura 20) [138].  

 

Figura 20. La biòpsia líquida captura la heterogeneïtat molecular característica del càncer. Els principals 

components derivats del tumor en sang inclouen ctADN i/o ctARN, exosomes i CTCs. Adaptat de [138]. 

 

Recentment s’ha descrit la possibilitat d’estudiar la diversitat molecular dels tumors sòlids 

mitjançant l’analisi sanguini del pacient, l’anomenada “biòpsia líquida”. Aquest fet podria ser 

de gran utilitat per guiar el tractament del pacient, evitar la resistència als fàrmacs i valorar la 

malaltia mínima residual. Així doncs, el perfil molecular del tumor podria complementar-se 

amb la informació obtinguda d’algunes de les molècules que allibera el tumor primari, en el 

cas d’aquesta tesi es proposa l’estudi dels miRNAs lliures en sang o del contingut exosomal de 

miRNAs i proteïnes.  
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1.2.1 La vascularització del colon com un model apte per l’estudi de la 

biòpsia líquida  

El colon o intestí gruixut té una longitud aproximada de 1.5 metres i s’extèn al voltant de 

l’intestí prim. D’una banda, a nivell d’anatomia descriptiva, el colon es divideix en cec, apèndix 

cecal, colon ascendent, colon transvers, colon descendent, sigma i recte. D’altra banda, a nivell 

d’anatomia quirúrgica, el colon es divideix en colon dret (des de l’angle ileocecal fins que el 

colon transvers creua la segona porció del duodè), colon esquerre (des de la segona porció del 

duodè fins la cresta ilíaca), sigma (des de la cresta ilíaca fins a la tercera vèrtebra del sacre) i 

recte (des de la tercera vèrtebra sacre fins l’anell anorectal) [68]. 

La vascularització arterial i el drenatge venós del colon s’esdevé principalment per les arteries i 

venes mesentèriques (VM). En el cas que ens ocupa, interessa investigar el drenatge venós ja 

que l’estudi del circuit que segueix la sang que surt del colon permetrà determinar les seves 

subsegüents àrees de drenatge.  

La vena mesentèrica superior (VMS) transcorre per la dreta de seva artèria homònima i resulta 

de la confluència de les venes següents: per la banda dreta, la vena còlica mitja, la vena còlica 

dreta, la vena ileocòlica i les venes cecals; i per la banda esquerre, les venes jejunals i ileals. 

(Figura 21) [68].  

La vena mesentèrica inferior (VMI) transcorre per l’esquerre de la seva artèria homònima i neix 

caudal a la vena mesentèrica superior. Aquesta resulta de la confluència de les venes següents: 

la vena còlica esquerre, les venes sigmoidees i la vena rectal superior. 

La vena mesentèrica inferior s’anastomosa amb la vena esplènica formant el tronc 

esplenomesentèric. La unió del tronc esplenomesentèric i la vena mesentèrica superior formen 

la vena porta (VP), la qual finalitza al fetge (Figura 21) [68]. 

Aquesta distribució venosa dóna lloc a diferents àrees de drenatge. D’una banda, les àrees de 

drenatge de la vena mesentèrica superior són les següents: per la banda dreta, el cec, el colon 

ascendent i la meitat dreta del colon transvers; i per la banda esquerre, el jejú i l’ili. D’altra 

banda, les àrees de drenatge de la vena mesentèrica inferior són les següents: la meitat 

esquerre del colon transvers, el colon descendent, el sigma i la part superior del recte. 
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Figura 21. Drenatge venós del colon. Adaptat de [68]. 

 

L’anatomia vascular del colon permet fer d’aquest un bon model d’estudi de biomarcadors 

associats a la metàstasis hepàtica abans de que aquests arribin a l’òrgan diana, generalment el 

fetge. El coneixement de les àrees de drenatge venós del colon ens permet saber que si un 

tumor està localitzat en el colon dret, els possibles factors alliberats pel tumor circularan per la 

vena mesentèrica superior, mentre que si el tumor està localitzat en el colon esquerre aquests 

circularan per la vena mesentèrica inferior. El fet de que aquestes grans venes drenin a la vena 

porta, justifica que la major part de les metàstasis dels tumor de colon siguin hepàtiques, tot i 

que cal tenir en compte que l’existència de variacions anatòmiques podrien explicar l’aparició 

de metàstasis en altres òrgans (Figura 22).  

Finalment, els tumors de recte drenen generalment a través de les venes ilíaques i aquestes a 

la vena cava inferior; per això, són més freqüents les metàstasis pulmonars [139, 140]. 
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Figura 22. Ruta anatòmica de cèl·lules tumorals i les molècules derivades d’aquestes alliberades pel tumor 

primari de colon. El retorn venós del colon s’esdevé a través de les VM. Ambdues VM conflueixen a la vena 

porta, la qual porta la sang del fetge i d’aquí drena a la vena cava inferior i, finalment, arriba a les venes 

perifèriques (VP). Aquesta distribució anatòmica podria explicar l’alta freqüència de metàstasis hepàtiques 

associades als tumors primaris localitzats al colon. 
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1.2.2 Sang perifèrica i sang procedent del tumor 
La metàstasis és un procés format per diferents etapes que resulta amb la disseminació de les 

cèl·lules malignes del tumor primari. Quan les cèl·lules tumorals derivades del tumor primari 

comencen a invair, procés conegut com a intravassació, les molècules resultats alliberades pel 

tumor (ctADN, ctARNs, CTCs, exosomes, etc) viatgen a través del torrent sanguini o del sistema 

limfàtic cap a l’òrgan diana a metastatitzar. 

Recentment s’ha descrit la importància d’identificar biomarcadors tumorals involucrats en la 

formació del nínxol pre-metastatic, és a dir, quan les molècules alliberades del tumor 

comencen a modular el microambient a distància però encara no s’ha desenvolupat el tumor 

metastàtic. No obstant, la majoria de treballs previs basen els seus estudis amb els 

components tumorals presents en la sang extreta per punció de l’avantbraç, els quals es 

detecten en molt poca quantitat i dificulta el seu anàlisi. En conseqüència, per tal d’estudiar les 

molècules alliberades pel tumor de colon localitzat, alguns grups d’investigació pioners en 

aquest camp han demostrat el gran avantatge que suposa obtenir sang procedent de la vena 

que drena directament el tumor primari (de l’anglès, tumor draining vein), que en el cas del 

colon és la vena mesentèrica (VM). Estudis recents suggereixen que les molècules aïllades de 

VM contribueixen a oferir informació més precisa del grau d’intravassació tumoral i, per tant, 

podrien ser un bon biomarcador pronòstic capaç de prediure pacients en risc de desenvolupar 

metàstasis, especialment en pacients d’estadis inicials de CC que encara no han recaigut 

(Figura 21) [138-141].  

  



1 | Introducció 

69 

1.2.3 Importància dels microRNAs i dels exosomes en la biòpsia líquida 
La biòpsia líquida permet l’obtenció i, conseqüent anàlisi, de diferents components cel·lulars 

derivats del tumor (ctADN, ctARN, CTCs, exosomes, etc.) en una gran varietat de fluids 

corporals com són la sang [140], orina [142], saliva [143] o líquid cefaloraquidi [144]. 

El present estudi es centra en la biòpsia líquida de sang procedent de la vena que drena el 

tumor (VM) i l’anàlisi de les molècules de miRNAs lliures i de les contingudes en exosomes. 

D’una banda, la presència de ctARN en sang permet identificar perfils d’expressió gènica 

específics de cada tumor. Aquest fet és avantatjós respecte l’anàlisi de ctADN ja que les 

mutacions somàtiques presents en l’ADN només representen un subgrup d’alteracions 

moleculars associades a càncer però no inclouen tots els canvis d’expressió gènica resultants 

d’altres mecanismes com per exemple els derivats de l’efecte dels miRNAs. Els miRNAs són les 

molècules d’ARN lliure circulant en sang més abundants i també poden viatjar encapsulats en 

exosomes [145], cossos apoptòtics, complexes proteïna-miRNA [146] i plaquetes tumor-

educated (TEP) [147]. Existeixen múltiples evidències del potencial dels miRNA com a 

biomarcadors diagnòstic i pronòstic [145, 148], entre d’altres perquè s’ha descrit que el perfil 

de miRNAs en sang correlaciona amb el perfil de miRNAs del tumor d’origen i, a més la 

composició exosomal de miRNAs difereix entre pacients i individus sans.  

D’altra banda, els exosomes alliberats per cèl·lules tumorals tenen un paper important en 

l’intercanvi d’informació molecular entre cèl·lules, ja que s’ha descrit que contenen proteïnes i 

àcids nucleics –ADN, mARNs i miRNAs- que poden modular l’activitat de les cèl·lules 

receptores [149, 150]. En conseqüència, els exosomes podrien ser utilitzats com a 

biomarcadors tumorals. De fet, es postula que els miRNAs exosomals podrien estar involucrats 

en la progressió tumoral, per exemple, estimulant l’angiogènesis i induint el procés metastàsic 

[151]. 

Aquestes i d’altres evidències anticipen que estudis no gaire llunyans seran determinants per 

establir la biòpsia líquida a la clínica amb l’objectiu d’estudiar el perfil genètic basat en l’anàlisi 

sanguini de cada pacient, i així aconseguir estar més a prop de la medicina personalitzada.  
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1.3 Comunicació cel·lular: Vesícules extracel·lulars 
La supervivència cel·lular està condicionada, entre d’altres factors, per la seva capacitat 

d’intercanviar missatges amb cèl·lules veïnes o distants a través de la secreció de vesícules 

extracel·lulars.  

Les vesícules extracel·lulars (EVs, de l’anglès Extracellular Vesicles), són totes aquelles 

partícules cobertes de membrana cel·lular originades a l’interior de la cèl·lula emissora o per 

evaginació de la seva pròpia membrana plasmàtica, i excretades al medi extracel·lular per ser 

captades posteriorment per cèl·lules receptores. Aquestes estan formades per una bicapa 

lipídica que inclou proteïnes transmembrana i un citoplasma carregat amb proteïnes (factors 

de creixement, enzims, citocines, integrines, etc.), lípids, glucolípids i material genètic (ADN i 

ARN) [152]. En conseqüència, les EVs es poden considerar vehicles de transport intercel·lular ja 

que porten informació des de la cèl·lula d’origen a la cèl·lula diana, participant en nombroses 

funcions biològiques com per exemple la presentació d’antígens sense contacte cel·lular [153], 

la modificació del microambient i l’educació cel·lular a distància [154]. Aquestes funcions s’han 

agrupat denominant-se “comunicació cel·lular sense contacte directe” o “comunicació cel·lular 

indirecta”.  

 

Existeixen diferents tipus de EVs en funció del seu origen subcel·lular i mida: 

 D’una banda, les EVs formades a partir de l’evaginació de la membrana plasmàtica  

fins al seu despreniment complet s’anomenen microvesícules, ectosomes o 

micropartícules, i poden presentar mides molt diverses (100 a 1000 nanòmetres –nm- 

de diàmetre).  

 

 D’altra banda, les EVs formades a l’interior dels cossos multivesiculars (MVB) 

s’anomenen exosomes, tenen una mida d’entre 30 a 100 nm, i s’alliberen al fusionar-

se amb la membrana plasmàtica.  

 

 Finalment, les EVs resultants de les cèl·lules que pateixen una mort programada i es 

destrueixen formant vesícules de major mida (1000 a 5000 nm), de morfologia i 

composició molt diversa,  s’anomenen cossos apoptòtics (Figura 23) [155, 156]. 
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Figura 23. Diferents tipus de EVs. Adaptat de [156]. 

 

Totes les EVs presenten molècules de superfície que els permeten ser reconegudes per les 

seves cèl·lules receptores, amb les quals s’iniciarà un procés de senyalització mitjançant la unió 

receptor-lligand, podran ser internalitzades per endocitosi i/o fagocitosi o fins i tot podran 

fusionar-se amb la membrana de la cèl·lula receptora per alliberar el seu contingut al citosol 

d’aquesta.  

 

Clàssicament, les EVs eren considerades desfets cel·lulars que no eren dignes d’estudi. No 

obstant, recentment la funcionalitat de les EVs, especialment dels exosomes, ha despertat un 

gran interès sobretot en la investigació oncològica. 
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1.3.1 Exosomes 
Els exosomes són petites vesícules extracel·lulars esfèriques compreses entre 30-100 nm, que 

contenen una bicapa lipídica i es formen a partir de la membrana luminal dels MVB, els quals 

els alliberen constitutivament per fusió amb la membrana cel·lular [155, 157-160]. 

A principis de la dècada dels 80, Trams i col·laboradors encunyaren el terme exosomes per 

anomenar les vesícules derivades d’una línia tumoral que tenia capacitat 5’ nucleotidasa [161]. 

Dos anys després, en el context d’estudis sobre el tràfic vesicular, Johnstone va descriure 

l’origen endosomal d’aquestes vesícules i la seva alliberació durant la maduració dels 

reticulòcits [162]. Al 1987 el grup de recerca de Johnstone ja suggerí la possibilitat d’aïllar 

aquestes microvesícules mitjançant la tècnica d’ultracentrifugació a 100.000g. Un gran avenç 

en aquest camp vingué de la mà de Raposo i col·laboradors que demostrà que els exosomes 

podien presentar antígens i activar als linfòcits T gràcies a les molècules del complex major 

d’histocompatibilitat II (MHC II) presents a la superfície de la seva membrana [163]. Deu anys 

desprès, Lötvall i col·laboradors descobriren que les EVs podien anar carregades de miRNAs i 

alliberar-los a les cèl·lules diana, despertant un gran interès per l’estudi de la comunicació 

cel·lular [164]. Des d’aleshores, l’estudi dels exosomes ha augmentat de forma exponencial, 

revelant la seva presència en varis fluids biològics humans [165], com ara semen [166], llet 

materna [167, 168], rentat broncoalveolar [169, 170], plasma [139], sèrum [171] i orina [172], 

entre d’altres. Aquests avenços han fet que els exosomes es considerin potencials 

biomarcadors de malaltia, i la identificació de molècules en la seva superfície o en el seu 

interior representa un camp molt interessant per l’estudi del càncer [173]. 

 

1.3.1.1 Biogènesi, secreció i reconeixement dels exosomes 

1.3.1.1.1  Biogènesis 

La biogènesi dels exosomes s'inicia amb un esdeveniment endocític a la membrana plasmàtica: 

la formació de les vesícules intraluminals (ILV). En aquest moment alguns lípids i proteïnes són 

reclutats per les ILVs en el que serà el seu citosol i aquest queda tancat en el seu interior, 

formant així l’endosoma primari. Durant la formació de les ILVs, l’endosoma es converteix en 

un MVB [174] (Figura 24). 

Durant la formació de les ILVs, el mecanisme pel qual els exosomes seleccionen el contingut 

encara és força desconegut. Actualment, el mecanisme més ben descrit s’atribueix al complex 

ESCRT (de l’anglès, Endosomal Sorting Complex Required for Transport) i a la maquinària 

multimolecular reclutada a la membrana de l’endosoma per orquestrar la biogènesis del futur 

exosoma [175]. El complex ESCRT està format per 5 complexes diferents (ESCRT-0, -I, -II, -III, 
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Vps4) formats per moltes proteïnes associades, com per exemple Tsg101. El complex ESCRT-0 

reconeix proteïnes en la membrana de l’endosoma, els complexes ESCRT-I i II es relacionen 

amb la deformació de la membrana cap a l’interior de l’endosoma per formar la ILV i la 

transferència de diferents compostos, i els complexes ESCRT-III i Vps4 estàn implicats en la 

excisió i dissociació del MVB de la membrana. Moltes proteïnes s’han vist implicades en aquest 

procés, fet que les fa candidates per ser utilitzades com a marcadors exosomals [176] (Taula 

9). 

Taula 9. Alguns dels marcadors més utilitzats per la detecció d’exosomes. Adaptat de [59] . 

Nom 
Grau 

 d’enriquiment 
Pes  

molecular (KDa) 

Alix Mig 96 

Annexina II Baix 38 

Calnexina Control negatiu 96 

CD9 Alt 25 

CD63 Alt 50-60 

CD81 Alt 50-60 

MHC-II Alt 30 

Tsg101 Mig 44 

 

No obstant, existeixen indicis de mecanismes independents de ESCRT per a seleccionar el 

contingut del MVB. D’una banda, s’ha postulat un mecanisme basat en la composició lipídica 

específica de la membrana endosomal ja que s’ha descrit que les ceramides estan involucrades 

en la biogènesis dels exosomes [177]. D’altra banda, també s'ha demostrat que la formació de 

MVBs està controlada pels proteoglicans de sulfat de l'heparina sindecana i la seva sintetina 

citoplasmàtica adaptadora [178].  

1.3.1.1.2  Secreció 

Desprès de la formació del MVB, les proteïnes encarregades de guiar la seva degradació i/o 

secreció són les Rab GTPases [179, 180]. A continuació, els MVBs destinats a ser secretats han 

de fusionar-se amb membrana plasmàtica i alliberar-se definitivament a l’espai extracel·lular, 

convertint-se en exosomes [174, 181], un procés probablement mediat, almenys en part, per 

receptors SNARE (de l’anglès, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 

receptors) [182]. A més, també s’ha descrit que l'augment de l'expressió de TP53 i PKM2, 

juntament amb l’activació de la via del supressor tumoral TSAP6, contribueixen a la secreció 

d'exosomes en les cèl·lules tumorals [183, 184]. Cal destacar que l'acumulació de calci 



1 | Introducció 

 

74 

intracel·lular i el canvi en el pH del microambient també s’ha demostrat que podria afectar a la 

secreció d'exosomes [185, 186]. 

 

 

Figura 24. Biogènesis dels exosomes mediat pel complex ESCRT. Desprès de l’endocitosis en endosomes 

temprans (de l’anglès, Early Endosomes –EE-), la càrrega s’empaqueta en vesícules intraluminals (de 

l’anglès, Intraluminal Vesicles –ILV-), ILV) dins del cos multivesicular (de l’anglès, Multivesicular Body–MVB-). 

Durant la biogènesis dels exosomes i abans de la seva alliberació, es carreguen proteïnes (ex, tetraspanines, 

proteïnes citosòliques, receptors), àcids nucleics (ex, mARN, miRNA, ADN) i lípids (ex, esfingomielina, 

colesterol). A continuació, s’esdevindrà un procès regulat per les Rab GTPases que permet la fusió dels MVB 

a la membrana plasmàtica i l’alliberació de les ILV en forma d’exosomes. Adaptat de [60]. 

 

1.3.1.1.3  Reconeixement i internalització 

Existeixen diferents mecanismes de reconeixement dels exosomes per les cèl·lules diana. El 

principal mecanisme és l’endocitosis [187, 188], però també es consideren la fusió directa de 

l’exosoma en la membrana de la cèl·lula diana, procés afavorit per pH baixos [186]; o la 

internalització mediada per lípids [189]; entre d’altres (Figura 25).  

De forma interessant, hi ha estudis que demostren que el reconeixement dels exosomes per 

part de cèl·lules receptores és un procés que depèn d’energia. Un exemple d’aquest fet s’ha 

descrit en cèl·lules de càncer d'ovari, on el procés d’internalització dels exosomes és inhibit a 

4ºC [190].  
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Figura 25. Vies implicades en la captació de les EVs per les cèl·lules diana [188]. Les cèl·lules receptores 

poden reconèixer i captar l’exosoma per diferents vies: (1) Endocitosis mediada per lípids (de l’anglès, 

lipidraft) o mediada per la unió a un receptor, (2) Macropinocitosis, (3) Fagocitosis i (4) Fusió amb la 

membrana plasmàtica de la cèl·lula diana. Adaptat de [188]. 

 

1.3.1.2 Contingut general dels exosomes  
El contingut dels exosomes no es deu a l’atzar. La idea original de que les EVs, específicament 

els exosomes, transportaven una barreja atzarosa de molècules presents en el citoplasma de la 

cèl·lula original ha sigut refutada gràcies a l’estudi de Witwer i col·laboradors que descriu la 

presència de miRNAs en l’interior d’exosomes i demostra que aquests poden transferir-se a la 

cel·lula receptora i ser funcionals en aquest nou microambient, encara que no ho fossin en la 

cèl·lula d’origen [191].  

 

Recentment s’ha descrit que durant la biogènesi dels exosomes i abans de la seva secreció, 

existeixen diversos mecanismes encarregats de seleccionar les molècules que s’inclouran en el 
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citosol dels exosomes (Figura 26), fent que el contingut de l’exosoma sigui heterogeni, 

específic i dinàmic, depenent de l'origen de la cèl·lula o del seu estat fisiològic i patològic [192]. 

D’una banda, pel que fa a la membrana de l’exosoma, s’ha descrit que aquest preseta una 

major expressió d’esfingomielina, colesterol, fosfatidilserina i generalment d'àcids grassos 

saturats, en comparació amb la resta de cèl·lules. D’altra banda, el contingut proteic de 

l’exosoma inclou proteïnes endosomals, plasmàtiques i nuclears [174], i estan enriquits de les 

proteïnes implicades en la seva biogènesis i secreció (per exemple, Tsg101, Alix, Rab GTPases, 

heat shock proteins (Hsp70, Hsp90), integrines, tetraspanines (CD9, CD63, CD81) i proteïnes 

del MHC II). A més, l’exosoma també pot contenir material genètic, com mARN, ARN no 

codificant llarg (lncRNA), microRNA (miRNA) i ADN de doble cadena [164, 193, 194]. 

Generalment, els exosomes no contenen proteïnes de reticle endoplasmàtic, mitocòndries o 

nucli cel·lular [195]. 

 

Figura 26. Contingut general dels exosomes. Adaptat de [155].   

 

Cal destacar l’existència de diferents bases de dades, així com ExoCarta 

(http://www.exocarta.org/) i Vesiclepedia (http://microvesicle.org/) que recullen la informació 

més recent obtinguda dels estudis realitzats amb exosomes [196]. 

1.3.1.3 Funció dels exosomes en càncer 
Recentment s’ha descrit que els exosomes derivats de cèl·lules tumorals podrien estar  

implicats amb la transferència d’informació cel·lular tot unint-se a la cèl·lula diana mitjançant 

proteïnes específiques de superfície, alliberar-ne el seu contingut i modificar-ne l’expressió 

gènica. En conseqüència, els exosomes s’han relacionat amb una gran diversitat de funcions 

http://www.exocarta.org/
http://microvesicle.org/
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així com el creixement tumoral, la tumorogènesis, l’angiogènesis, l’evasió del sistema 

immunitari, la resistència a fàrmacs i la metàstasis. Els exosomes també estan involucrats amb 

la comunicació intercel·lular entre les cèl·lules tumorals i les de l’estroma, especialment amb 

els fibroblasts associats a càncer (CAFs) [196, 197] (Figura 27). 

1.3.1.3.1   Creixement tumoral 

L’efecte dels exosomes derivats del tumor sobre el creixement tumoral s’ha reportat en 

nombrosos estudis al llarg de la passada dècada. Un estudi in vitro que tingué un gran impacte  

demostrà que els exosomes aïllats de sèrum de glioblastoma estan enriquits amb el mARN de 

EGFRvIII, de manera que les cèl·lules receptores d’aquests exosomes manifestaven un gran 

creixement tumoral [198]. L’equip de Peinado demostrà que els exosomes de melanoma 

presentaven l’oncoporteïna MET que induïa el creixement tumoral [154]. En CCR, els exosomes 

alliberats del tumor primari estan enriquits en mARN relacionats amb el cicle cel·lular, fet que 

promou la proliferació i el creixement tumoral [199]. En el càncer d’ovari, els exosomes 

procedents de CAFs presenten alts nivells de miR-21, fet que inhibeix l’apoptosi tot unint-se a 

la seva diana APAF1 [200]. En el càncer hepàtic, la pèrdua de miR-320a en els CAFs contribuïa a 

la proliferació tumoral [201]. Aquests i altres estudis indiquen que els exosomes procedents 

del tumor o de les cèl·lules estromals podrien jugar un paper important en la modulació del 

creixement tumoral. 

1.3.1.3.2   Tumorogènesis 

Existeixen evidències que suggereixen que els exosomes derivats de les cèl·lules tumorals 

poden induir la transformació cel·lular. Melo i col·laboradors desmostraren que els miRNAs 

exosomals derivats de les cèl·lules tumorals de mama aïllats en plasma poden instigar a les 

cèl·lules epitelials normals a formar tumors [193]. Un altre estudi recent in vivo mostra que els 

exosomes derivats de cèl·lules malignes de càncer de mama són captats per cèl·lules tumorals 

amb menys potencial maligne ja sigui en el mateix tumor o en tumors a distància [202]. A més, 

els exosomes derivats de CAFs, component principals del microambient tumoral, poden 

transferir miRNAs i proteïnes potencialment malignes per afectar la progressió del càncer de 

mama [203]. 

1.3.1.3.3   Angiogènesis 

La relació entre l’efecte pro-angiogènic dels exosomes derivats del tumor en les cèl·lules 

endotelials s’ha descrit en diferents tipus de càncers com ara glioblastoma, leucèmia, 

melanoma, càncer d’ovari o de mama [148, 204-206]. El grup de Gopal demostrà la 

comunicació entre cèl·lules oncogèniques sotmeses a la transició epiteli-mesènquima (EMT) i 

cèl·lules endotelials per mitjà d’exosomes carregats amb proteïnes promotores de 
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l’angiogènesis, Rac1/PAK2 [207]. Alhora, alguns miRNAs exosomals com miR-9 [208], miR-210 

[209] o miR-125a [210]podrien estan involucrats en potenciar l’angiogènesis tumoral. 

1.3.1.3.3   Evasió del sistema immunitari 

Estudis recents evidencien un paper dual en la interacció entre les cèl·lules immunitàries i les 

cèl·lules canceroses. Es postula que els exosomes derivats del tumor podrien contenir tant 

gens inductors del sistema immunitari, com la mesothelina i l'antigen carcinoembrionic (CEA); 

com àcids nucleics i proteïnes capaces d’afavorir l’evasió immunitària [211, 212].  

Actualment el component inflamatori del microambient tumoral més estudiat són els 

macròfags associats al tumor (TAMs) i els exosomes que alliberen. En aquest sentit, Fabbri i 

col·laboradors identificaren un nou mecanisme de comunicació entre els TAMs i les cèl·lules 

tumorals via els miRNAs continguts en exosomes. De forma interessant, els exosomes 

carregats amb miR-21 i miR-29a eren reclutats pels TAMs activant la via de senyalització del 

NF- i la secreció d’IL-6 [213].  

1.3.1.3.4   Resistència a fàrmacs 

Els exosomes alliberats per les cèl·lules tumorals resistents als fàrmacs poden estendre la seva 

resistència a les cèl·lules sensibles que responen al tractament, probablement per la 

transferència intercel·lular de proteïnes específiques, miRNAs o, fins i tot, lncRNA [214]. 

Recentment s’ha descrit que els exosomes derivats de CAFs contribueixen a la proliferació i  a 

la quimioresistència en el càncer de pàncrees [215]. A més, els exosomes podrien alterar el 

tractament amb quimioteràpia modificant l’eflux de fàrmac. Un exemple d’aquest fet és 

l’estudi de Shedden i col·laboradors on mostra que la Doxorubicina pot ser encapsulada i 

exportada pels exosomes derivats del tumor [216]. D’altra banda, els exosomes podrien 

disminuir l’efecte terapèutic basat en anticossos tot modulant la unió d’aquests amb la cèl·lula 

tumoral. Aquest és el cas dels exosomes derivats de cèl·lules tumorals de mama amb alta 

expressió de HER2 els quals s’ha descrit que interfereixen amb l’activitat de l’anticòs 

monoclonal Trastuzumab in vitro [217]. 

1.3.1.3.4   Metàstasis 

Diverses evidències relacionen els exosomes tant amb la iniciació de la metàstasis com amb la 

preparació del nínxol pre-metastasic, de manera que els exosomes poden afectar les cèl·lules 

pròximes al seu lloc d’origen però també als teixits distants. Un estudi recent en càncer de 

pàncrees postula que els exosomes derivats del tumor reclutaven macròfags per tal d’establir 

el nínxol pre-metastàtic en el fetge, fet que resultà en una gran metàstasis hepàtica [218]. Un 

altre evidència d’aquest fet es reporta en exosomes derivats de càncer de mama amb alts 
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nivells de miR-122, els quals estimulaven la metàstasis tant in vitro com in vivo [219]. 

Recentment, s’ha descrit que els exosomes procedents del tumor carregats amb miR-181c 

podrien traspassar la barrera hematoencefàlica i promoure la metàstasis cerebral [220]. En 

aquesta mateixa línia, Zhang i col·laboradors demostren que els exosomes derivats dels 

astròcits transporten miRNAs capaços d’inhibir PTEN, fet que augmenta els nivells de citoquina 

CCL2 i promou la metàstasis cerebral [221]. De forma interessant i recolzant l’exclusivitat de 

molècules que forma cada exosoma, un estudi proteòmic de Hoshino i col·laboradors revel·la 

diferents patrons d’expressió en els exosomes, de manera que els exosomes que contenen 

integrines 64 i 61 es relacionen amb metàstasis pulmonar, mentre que la v5 s’associa 

a metàstasis hepàtica [61]. 

 

Figura 27. Funcions biològiques dels exosomes en càncer. Adaptat de [196]. 

 

Les evidencies reportades, juntament amb moltes d’altres, suggereixen que els exosomes són 

una eina terapèutica molt prometedora per la seva gran eficiència en la comunicació 

intercel·lular. Tant és així que es podria pensar en bloquejar la secreció exosomal com a 

tractament adjuvant o bé utilitzar-los com a vehicles terapèutics per la distribució de fàrmacs, 

probablement disminuïnt els efectes adversos associats  [197, 222]. Un exemple d’aquest fet 

és l’estudi de Tian i col·laboradors on s’exposa que els exosomes carregats amb Doxorubicina 

inhibeixen el creixement en tumors de colon i mama in vivo [222]. 



1 | Introducció 

 

80 

1.3.1.4 Exosomes en càncer de colon 
Actualment, l’estudi dels exosomes en CCR és molt rellevant i avança a gran velocitat. Un 

estudi recent mostra que els exosomes procedents de les cèl·lules tumorals de colon poden 

induir canvis morfològics i funcionals en les cèl·lules mesenquimals de l’estroma adjacent, 

afavorint així el creixement i la progressió tumoral. Alguns d’aquests canvis són les alteracions  

morfologiques de les estructures colòniques, la formació de grans esferes, l’acidificació del 

microambient extracel·lular i la redistribució de la bomba H+/ATPasa de la membrana 

plasmàtica [223]. Una altra evidència recent d’aquest fenòmen és l’estudi descrit per Lucchetti 

i col·laboradors on postula que l’estadi de diferenciació de les cèl·lules del CCR afecta 

l’alliberament d’exosomes a nivell quantitatiu i qualitatiu. En conseqüència, es suggereix que 

l’habilitat per modificar el microambient varia en funció del grau de diferenciació de la cèl·lula 

tumoral, de manera que el contingut dels exosomes alliberats per les cèl·lules tumorals 

indiferenciades és diferent de l’alliberat per cèl·lules diferenciades. Així doncs, es reporta que 

les cèl·lules diferenciades presenten nivells més baixos de miRNA i aquests nivells augmenten 

en els exosomes que alliberen, els quals podran transferir tals miRNAs a les cèl·lules receptores 

[224]. Tot i que són necessaris estudis més exhaustius sobre el contingut dels exosomes 

secretats pels diferents tipus cel·lulars, la figura 28 pretén resumir les principals molècules que 

poden estar presents en els exosomes en general i, particularment, en els exosomes derivats 

de cèl·lules tumorals de CCR. 

 

Figura 28. Composició dels exosomes derivats de cèl·lules tumorals de CCR. Adaptat de [225]. 
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Diferents estudis s’han centrat en la detecció d’exosomes en fluids biològics de pacients com a 

potencials biomarcadors diagnòstic i pronòstic de malaltia, especialment càncer. Un estudi  

recent, revel·la que els exosomes procedents del tumor primari de colon presenten un 

contingut selecta de miRNAs supressors tumorals, com ara el miR-193a, en el seu interior, 

mentre que els miRNAs oncogènics queden retinguts en la cèl·lula tumoral per fomentar la 

progressió del CCR [226].   

D’una banda, pel que fa al potencial diagnòstic dels miRNAs exosomals circulants, l’equip de 

Wang i col·laboradors exposa que els nivells de miR-125a-3p i miR-320c estan augmentats en 

pacients amb CC, i es suggereix que l’avaluació de miR-125a-3p, en combinació amb altres 

marcadors diagnòstic convencionals, podria contribuir a millorar la capacitat diagnòstica en el 

CC [227]. Seguint en aquesta mateixa línia, Zhao i col·laboradors reporten que miR-21, miR-

133a i miR-181a estan sobreexpressats en exosomes circulants en sèrum i els nivells de miR-21 

poden contribuir al diagnòstic d’estadis inicials de pacients de CC [228]. Un altre estudi que 

pretén evaluar la utilitat diagnòstica dels miRNAs exosomals mitjançant microarrays, descriu 7 

miRNAs (let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, miR-21, miR-223 i miR-23a) més expressats en 

pacients d’estadis inicials de CCR respecte a individus sans, i aquests nivells disminueixen 

desprès de l’extracció quirúrgica del tumor [229]. D’altra banda, pel que fa a l’ús dels 

exosomes com a biomarcador pronòstic, un estudi de microarrays fet amb mostres de sèrum 

de 227 pacients de CCR indica que aquells pacients amb exosomes carregats amb alts nivells 

de miR-19a mostraven un pitjor pronòstic que aquells amb nivells més baixos [230].  

De forma interessant, a l’estudiar el contingut de miRNA exosomal procedent de la vena que 

drena directament el tumor primari de colon (VM) s’han descrit alts nivells de miR-328 en 

pacients de CC que recauen a nivell hepàtic respecte d’aquells que no desenvolupen 

metàstasis [139].  

En referència al contingut de lncRNA exosomal, un estudi recent proposa que la presència de 

CRNDE-h en exosomes aïllats de sèrum podria ser un potencial biomarcador diagnòstic i 

pronòstic en pacients amb CCR [231].  

Pel que fa al contingut de proteïna exosomal s’han detectat alts nivells de proteïna Hsp60 

[232], CD24 [233], SERPINA1, SERPINF2 i MMP9 [234]. Malgrat la funció de Hsp60 no s’ha 

determinat, CD24 es proposa com a biomarcador diagnòstic en estadis inicials de CC, i les 

proteïnes intracel·lulars SERPINA1, SERPINF2 i MMP9 es relacionen amb la remodelació de la 

matriu extracel·lular, la comunicació intercel·lular, la transducció de senyals, la permeabilitat 

ascular i la inflamació. 
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Finalment, també s’ha descrit la presència de mRNA de ΔNp73 en exosomes procedents del 

tumor primari en pacients amb CC. Es suggereix que l’empaquetament selectiu de ΔNp73 en 

els exosomes tumorals està associat a l’augment de la proliferació tumoral, la 

quimioresistència de les cèl·lules receptores en estudis realitzats in vitro i in vivo i amb pitjor 

pronòstic en pacients de CC [235]. 

En la següent taula es recullen les principals característiques dels estudis més recents 

d’exosomes en pacients de CC. 

Taula 10. Principals estudis d’exosomes circulants en pacients de CC. 

Tipus 
de 

cargo 
Nom del cargo Expressió 

Fluid 
biològic 

Mostra Funció Referència 

m
iR

N
A

s 

miR-193a Alta Plasma 

25 pacients estadi 

inicial, 15 

metastàsis 

hepàtica, n 

controls 

Promou la 

progressió 

tumoral 

[226] 

Teng, 2017 

miR-125a-3p Alta Plasma 
50 pacients estadi 

inicial i 50 controls 

Biomarcador 

diagnòstic 

[227] 

Wang, 2017 

miR-21, miR-

133a, miR-181b 
Alta Sèrum 

20 pacients i 20 

controls 

Biomarcador 

diagnòstic 

[228] 

Zhao, 2017 

let-7g, miR-15b, 

miR-155 i miR-

328 

Alta en miR-328 Plasma 

50 pacients (50 de 

vena perifèrica i 50 

de vena 

mesentèrica) 

Promou la 

metàstasis 

hepàtica 

[139] 

Monzo, 2017 

miR-19a Alta Sèrum 
227 pacients i 28 

controls 

Tumorogènesis 

en estadis 

inicials 

[230] 

Matsumura, 

2015 

let-7a, miR-

1229, miR-1246, 

miR-150, miR-

21, miR-223, i 

miR-23a 

Alta Sèrum 
88 pacients estadi 

inicial i 11 controls 
No determinat 

[229] 

Ogata-Kawata, 

2014 

ln
cR

N
A

 

CRNDE-h Alta Sèrum 
388 pacients i 80 

controls 

Biomarcador 

diagnòstic i 

pronòstic 

[231] 

Liu, 2016 

 

 

P
ro

te
ïn

a 

Hsp60 

Alts pre-

cirurgia, 

disminueixen 

post-cirurgia 

Sang 
57 pacients i 40 

controls 
No determinat 

[232] 

Campanella, 

2015 
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CD24 Alta Plasma 
8 pacients i 6 

controls 

Biomarcador 

diagnòstic 

[233] 

Yunusova, 2016 

SERPINA1 

SERPINF2 

MMP9 

Alta Sèrum 
36 pacients i 49 

controls 

Remodelació 

de ECM, 

comunicació 

cel·lular, 

transmissió de 

senyals, 

permeabilitat 

vascular i 

inflamació 

[234] 

Chen, 2017 

m
A

R
N

 

ΔNp73 Alta Plasma 
69 pacients i 12 

controls 

Afecta la 

proliferació i 

resistència a 

fàrmacs. 

Relacionada 

amb estadis 

avançats i mal 

pronòstic. 

[235] 

Soldevilla, 2013 

 

Una fracció important de miRNA viatja en sang de forma lliure, fet que inclouria el seu 

transport a l’interior d’exosomes [50]. 
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1.4 ARNs no codificants 
El descobriment dels àcids ribonucleics no codificants (ncARN) representà un canvi en la 

genètica del segle XX. Clàssicament, el dogma central de la biologia, proposat per Francis Crick 

al 1970, postulava que l’ADN es transcrivia a ARN i, posteriorment, es traduïa a proteïna; 

suggerint que les regions intergèniques eren poc rellevants i que la transcripció era exclusiva 

de les regions del genoma que contenien gens codificants per a proteïna. No obstant, la 

seqüenciació del genoma humà al 2001 va demostrar que aquest paradigma es compleix en 

menys del 2% dels casos. Una de les troballes més sorprenents fou que el genoma conté un 

nombre molt reduït de gens que codifiquen per a proteïna, aproximadament uns 20.000 gens 

(<2% del total del genoma), proposant que la resta del genoma correspon a regions no 

codificants que probablement tinguin funcions importants però desconegudes. Aquest fet es 

va corroborar gràcies al projecte ENCODE (de l’anglès, Encyclopaedia of DNA Elements) on es 

descriu que almenys el 80% dels elements del genoma són funcionals. Un d’aquests elements 

no codificants però de gran rellevància funcional en condicions fisiològiques i patològiques és 

la gran família ncARNs.  

Els ncARNs es poden classificar segons la seva llargada en petits (<200nt) i llargs (>200nt). 

Entre els ncARNs petits trobem els miRNAs, el grup més estudiat fins a dia d’avui i la base 

sobre la qual s’ha elaborat aquesta tesi (Figura 29).   

 

Figura 29. Esquema del dogma central de la biologia i els tipus de ARNs no codificants (ncARN). 
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1.4.1 microRNAs 

1.4.1.1 Història i característiques 
Els microRNAs (miRNAs) són una família de ARNs petits no codificants, de 18-25 nucleòtids, 

que juguen un paper molt important en el manteniment de la homeostasis cel·lular i estan 

altament conservats entre espècies. Aquests exerceixen la seva principal funció unint-se a la 

regió complementaria d’un ARN missatger diana, fet que resulta en la seva degradació i/o 

inhibició de la traducció a proteïna [236].  

El primer miRNA es va identificar en Caenorhabditis elegans al 1993 per Ambros Rosalind i 

Rhonda Feinbaum, un ARN petit transcrit a partir del locus lin-4 [237]. Aquests descobriren que 

el gen lin-4 no codifica per una proteïna sinó per dos ncARNs curts: un d’aproximadament 22 

nucleòtids, corresponent al miRNA madur, i l’altre de 61 nucleòtids i amb una estructura en 

forma de stem-loop, corresponent al precursor del miRNA madur [238]. Posteriorment es va 

descriure que lin-4 presenta seqüències complementaries a la regió 3'UTR (regió sense traduir) 

del mARN de lin-14. Aquesta troballa els va portar a suggerir que lin-4 podria regular 

negativament l'expressió del gen lin-14 en C. elegans [239] (Figura 30). 

Set anys després d’aquesta important troballa, a l’any 2000, es descobrí el segon miRNA també 

en C. elegans: let-7 [240, 241]. Aquest descobriment no nomès fou un altre exemple de 

regulació post-transcripcional dels ncARNs petits, sinó que suggerí la possibilitat de trobar 

homolegs de let-7 en altres espècies, fet que resultà en el descobriment del primer miRNA en 

mamífers [242-244] (Figura 30). Des d’aleshores, el nombre de miRNAs ha anat creixent 

exponencialment. Tant és així que segons el recompte recollit en l’última versió de miRBase 

(miRBase 21), base de dades encarregada del registre de miRNA -www.mirbase.org-, es 

descriuen en Homo Sapiens 28.645 entrades corresponents a precursors de miRNAs, les quals 

donen lloc a 35.828 miRNAs madurs en 223 espècies.  
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Figura 30. Principals esdeveniments històrics relacionats amb els ncARNs. Adaptat de [245]. 

 

L’estudi dels miRNAs cada vegada està més ben documentat i el nombre de treballs publicats 

segueix creixent periòdicament (Figura 31) [245]. Aquest fet ha permès canviar la nostra 

comprensió del procès de la regulació de l’expressió dels gens ja que actualment se sap que els 

miRNAs són capaços de regular centenars de gens i coordinar processos fisiològics incloent la 

proliferació, la diferenciació i l’apoptosis, mentre que la seva desregulació pot contribuir al 

procès de càncer [244, 246].  

 

Figura 31. Estudis de miRNA en CCR. La imatge il·lustra un ràpid creixement dels estudis publicats (amb i 

sense mostres clíniques) per any. Adaptat de [245]. 
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1.4.1.2 Identificació de dianes de microRNAs 
Un miRNA pot tenir molts mARN diana i cada mARN pot estar regulat per més d’un miRNA. La 

predicció bioinformàtica és un mètode molt útil i necessari per identificar potencials 

seqüències d’unió situades en la regió 3’UTR de diferents mARN susceptibles a ser dianes 

putatives del miRNA estudiat. La predicció d’aquestes dianes es basa principalment en 

l’aparellament conservat descrit per Watson i Crick d’una regió anomenada “seed sequence" 

[244]. Aquesta és una seqüència complementaria a la regió 5’ del miRNA, de 6-8 nucleòtids, 

que ha permès reduir les prediccions falses-positives. No obstant, les eines actuals no només 

tenen en compte el grau de complementarietat de la seed sequence i l’energia d’unió predita 

entre aquesta i el mARN, sinó que també prediuen unions no canòniques, analitzen el grau de 

conservació evolutiva i compten amb models biofísics [247]. Aquestes consideracions seran de 

gran utilitat per realitzar posteriors estudis funcionals de miRNAs.  

Algunes d’aquestes eines o softwares bioinformàtics són les que apareixen en la Taula 11 

[248]. 

Taula 11. Principals algoritmes de predicció de dianes de miRNA. 

Bases bioinformàtiques que consideren la regió 3’UTR com a diana putativa 

TargetScan www.targetscan.org 

PicTar http://pictar.mdc-berlin.de/  

EIMMo http://m3rna.cnb.csic.es/  

Diana-microT v3.0 http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php 

PITA https://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction.html 

microRNA http://www.microrna.org/microrna/home.do 

miRBase targets (microcosm) http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/ 

miRDB http://www.mirdb.org/ 

Bases bioinformàtiques que consideren altres parts del mARN com a diana putativa 

RNA22 https://cm.jefferson.edu/rna22/  

miRWalk http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/  

 

 

1.4.1.3 Biogènesis 
En humans, la biogènesis dels miRNAs es duu a terme seguint vies altament conservades entre 

espècies i regulades per 4 enzims: Drosha, exportina 5, Diver i argonaute 2 (AGO2). La majoria 

dels gens que codifiquen per miRNAs es localitzen en regions intròniques i contenen els seus 

propis promotors. No obstant, els miRNAs també poden trobar-se en regions intergèniques, 

exòniques o agrupats amb altres miRNAs en forma de clústers [249]. 

http://www.targetscan.org/
http://pictar.mdc-berlin.de/
http://m3rna.cnb.csic.es/
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
https://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_prediction.html
http://www.microrna.org/microrna/home.do
http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
http://www.mirdb.org/
https://cm.jefferson.edu/rna22/
http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
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La biogènesis s’inicia amb la transcripció del miRNA per l’ARN polimerasa II (Pol II) en el nucli 

donant lloc al transcrit primari (pri-miRNA). A continuació el trànscrit primari es sotmetrà a 

dues escissions enzimàtiques que donaran lloc al miRNA madur. En primer lloc, l’enzim Drosha, 

un tipus de RNAsa III, juntament amb el cofactor DGCR8, s’uniràn al pri-miRNA i el tallaran en 

direcció 3’-5’ per generar un precursor d’aproximadament 70 nucleòtids anomenat pre-

miRNA. Aleshores, el complex exportina5-RanGTP induirà la sortida del pre-miRNA del nucli 

cap al citosol, on la RNAsa III Dicer i la proteïna d’unió a ARN en resposta a la transactivació 

(TRBP) tallaran el loop terminal del pre-miRNA. El dúplex de miRNA, d’uns 22 nucleòtids, 

resultant s’incorporarà al complex d’ARN induït per silenciament (RISC) per ser processat per la 

família de proteïnes argonauta, juntament amb l’ajuda d’alguns cofactors com PACT. El 

resultat d’aquest procés serà la selecció d’una de les dues cadenes del dúplex de miRNA, la 

qual es coneix com la seqüència del miRNA madur. Finalment, el miRNA madur ja és capaç de 

reconèixer l’ARN missatger diana, on s’unirà per complementarietat a la regió 3’UTR i l’inhibirà 

[250] (Figura 32). 

 

Figura 32. Generalitats de la biogènesis dels miRNAs [250].  
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1.4.1.4 Mecanisme d’acció  
El mecanisme d’acció dels miRNAs principalment es relaciona amb el seu efecte en la regulació 

negativa de l’expressió proteica, ja sigui per la degradació del mRNA diana o per la inhibició 

temporal de la traducció del mRNA diana [251]. Aquests mecanismes depenen del grau de 

complementarietat del miRNA amb el seu mARN diana, el qual es determina per una petita 

seqüència en l’extrem 5’ del miRNA, de 2 a 8 nucleòtids, que rep el nom de “seed sequence” 

[251, 252]. Quan la complementarietat d’aquesta i la regió 3’UTR del mARN diana és total 

s’esdevé la degradació del mARN, mentre que quan la complementarietat és parcial s’esdevé 

una inhibició temporal de la traducció del mARN a proteïna, sent aquest el mecanisme més 

freqüent en humans. En conseqüència, el resultat final d’ambdós mecanismes serà la reducció 

dels nivells totals de proteïna [244]. 

Doech i Sharp demostraren que per tal que s’esdevingui el silenciament gènic, el grau de 

complementarietat entre la seed sequence del miRNA i el mARN no ha de ser total, sinó que 

únicament la unió dels primers 8 nucleòtids de l’extrem 5’ del miRNA amb la regió 3’UTR del 

mARN diana són suficients per bloquejar la traducció [252]. Així, malgrat existeixin casos de 

desaparellament de nucleòtids entre la seed sequence i el seu mARN diana, es poden produir 

mecanismes compensatoris per afavorir tal unió. Aquest fet permet l’existència de diverses 

possibilitats d’unió del miRNA al seu mARN diana [248] (Figura 33). 

 

Figura 33. Principals tipus d’unió entre el miRNA-mARN. La seed sequence s’indica en vermell i les línies 

verticals indiquen complementarietat perfecte basada en l’aparellament descrit per Watson-Crick; els 

cercles indiquen regions inestables. (a) La seed sequence (2-7nt) del miRNA madur mostra 

complementarietat perfecte amb el mARN diana (classical seed pairing). (b-c) Una unió imperfecte de la 

seed sequence es pot compensar amb un alt grau d’unions complementaries a l’extrem 3’ del miRNA, 

afavorint l’energia d’enllaç global entre el miRNA-mARN (supplementary/compensatory binding). (d-e) A 

més podem trobar altres tipus d’unió com l’aparellament central que inclou part de l’extrem 3’ de la seed 

sequence i part dels nt adjacents o l’aparellament G-bulge que es caracteritza per l’aparició d’una bombolla 

en el centre on es perd la complementarietat, però aquesta es manté tant en l’extrem 5’ (seed sequence) 

com en nt individuals de l’extrem 3’ del miRNA [248]. 
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Aquesta baixa necessitat de complementarietat suposa un gran avantatge pels miRNA, ja que 

un miRNA pot inhibir simultàniament l’expressió de centenars de mARNs [248]. En 

conseqüència, l’efecte biològic d’un miRNA pot ser degut a la suma de totes les inhibicions que 

s’esdevenen en aquell precís instant. 

S’han descrit altres mecanismes “no canònics” pels quals els miRNA exerceixen altres funcions 

de regulació (Figura 34). Per exemple, el fet que miR-29b estigui situat en el nucli qüestiona el 

mecanisme canònic dels miRNAs, el qual només podria explicar si la interacció d’aquest amb el 

seu mARN es produís en el citoplasma [253]. Alguns miRNAs poden unir-se a la regió 5’UTR o al 

cos del seu mARN diana per activar la seva expressió proteica. Exemples d’aquests fets són el 

miR-10a capaç d’induir la traducció del mARN de proteïnes ribosomals tot controlant la síntesi 

proteica a nivell global [254] o el miR-369-3p que promou la traducció del mARN de TNF 

mitjançant el reclutament del complex de proteïnes format per Ago2 i FXR1 durant l'arrest del 

cicle cel·lular [255]. Altres miRNAs s’uneixen directament a l’ADN i regulen mecanismes 

epigenètics d’activació o silenciament de l’ADN, com el miR-373 que interactua amb el 

promotor de CDH1 i activa la seva transcripció [256] o els miR-165/166 que participen en el 

silenciament gènic de PHV i PHB en l’espècie de planta Arabidopsis thaliana [249]. A més, 

també s’ha descrit que la unió de miR-21 i miR-29a als receptors tipus Toll (TLR) indueix la 

secreció de citoquines inflamatòries [213].     

Recentment s’ha descrit un altre mecanisme d’acció dels miRNAs independent del complex 

RISC: l’anomenada “Decoy activity”. Es postula que els miRNAs poden unir-se a proteïnes, 

concretament a proteïnes d’unió a l’ARN i evitar que aquestes s’uneixin als seus mARNs diana. 

Al 2010, Perrotti i col·laboradors descrigueren un exemple d’aquest mecanisme excercit pel 

miR-328, el qual competeix amb el factor de transcripció CEBPA per unir-se al mARN de hnRNP 

E2 i evitar la seva traducció [257, 258].  
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Figura 34. Principals funcions canòniques i no canòniques dels miRNAs.  



1 | Introducció 

 

92 

1.4.5 microRNAs en càncer 
La primera evidència que relacionà un miRNA amb la carcinogènesis va ser al 2002 per George 

Calin i Carlo Croce que descobriren que el clúster miR-15a/16-1 freqüentment es perd en la 

leucèmia limfocítica crònica (CLL) [259]. Aquesta troballa immediatament despertà l'interès de 

la societat científica i al 2006 es va publicar el primer treball que descrivia la funció biològica 

dels miRNAs, així com també el seu paper en el desenvolupament tumoral excercint rols 

d’oncogens o de supressors tumorals [260] (Figura 35).  

 

 

Figura 35. Funcions dels miRNAs en càncer. Els miRNAs inhibeixen l’expressió dels seus gens diana. Un 

miRNA oncogènic (oncomiR) reprimeix la traducció d’un gen supressor tumoral i estimula la tumorogènesis, 

en canvi un miRNA supressor tumoral inhibeix l’expressió d’oncogens i bloqueja la tumorogènesis. Adaptat 

de [261].  

 

D’una banda, els miRNAs que estan altament expressats en tumors se’ls considera oncogens 

(oncomiRs) ja que promouen el desenvolupament del tumor degut a la inhibició dels gens 

supressors tumorals. MiR-21 és un exemple típic d’oncogen ja que està augmentat en molts 

tipus de càncer [260]. La sobreexpressió de miR-21 indueix el limfoma de cèl·lules pre-B en el 

model murí, estimula la carcinogènesi pulmonar mitjançant l’activació de la senyalització de 

MAPK i promou la metàstasis del CCR mitjançant la regulació del PDCD4 [262]. D’altra banda, 

aquells miRNAs l’expressió dels quals es veu disminuïda en les cèl·lules tumorals, se’ls consiera 

supressors tumorals i són els responsables de prevenir el desenvolupament del tumor tot 

inhibint oncogens i/o gens que controlen la diferenciació cel·lular o apoptosis. Alguns 

exemples són miR-15a/16-1 que té com a diana el BCL2, un oncogen associat amb l’apoptosis; 
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let-7 redueix els nivells dels oncogens KRAS i MYC; miR-34 controla l’expressió de TP53 

regulant diversos oncogens importants com CDK4, MYC i MET [236] (Figura 35).  

Altres estudis més recents han demostrat el paper funcional dels microRNAs en el procés de 

metàstasis. Per exemple, s'ha demostrat que el panell format per miR-9, miR-10b, miR-103, 

miR-373 i miR-520c promou la metàstasis en models murins. Contràriament, altres miRNAs 

com ara miR-31, miR-34a, miR-126, miR-200, miR-206 i miR-335 són capaços de bloquejar la 

metàstasis [263]. 

No obstant, el concepte de miRNAs com a supressors tumorals o oncogens no s’ha 

d’estereotipar, ja que en funció del context cel·lular, un mateix miRNA pot exercir d’oncogen 

en un tipus tumoral i actuar de supressor tumoral en altres, fet que es coneix com “efecte 

pleiotròpic”. Per exemple, la família miR-200 es considera un supressor tumoral degut al seu 

efecte inhibidor de la transició epiteli-mesenquima (EMT) [264, 265], però sembla que també 

promou que les CTCs colonitzin els òrgans metastàtics distants [266]. En conseqüència, miR-

200 exerceix una funció de supressor tumoral o d’oncogen en diferents etapes del procés 

tumoral. 

Malgrat encara queda molt per descobrir sobre els possibles mecanismes d’acció dels miRNAs, 

la punta de l'iceberg es va revelant a mesura que augmenten els estudis que relacionen els 

miRNAs amb la carcinogènesis. Actualment es considera que els miRNAs són un regulador 

indispensable per la biologia del càncer i la seva desregulació afecta a totes les etapes del 

procés tumoral [267]. Algunes de les principals funcions dels miRNA són les exposades a 

continuació (Figura 36): 

1. Mantenir la senyalització proliferativa: miR-21 [268] i let-7 [269]. 

2. Reprogramar el metabolisme energètic: miR-23 i miR-103 [270]. 

3. Evitar la destrucció immunitària: miR-34a [271] i miR-124a [272]. 

4. Evadir els supressors de creixement: miR-221 i miR-222 [273]. 

5. Induir l'angiogènesi: miR-210 [274] i clúster miR-17-92 [275]. 

6. Activar la invasió i la metàstasis: miR-10b [276] i miR-224 [277]. 

7. Resistir a la mort cel·lular: miR-34a [278] i miR-15a / 16 [279]. 

8. Permetre la immortalitat replicativa: miR-29 [280] i miR-19b [281]. 
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Figura 36. microRNAs i característiques del càncer. Exemples típics de miRNAs supressors de tumors o 

oncogens per a cada característica. 
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1.4.6 microRNAs en càncer colorectal 

1.4.6.1 Perfils d’expressió de microRNAs alterats en CCR 

Els estudis realitzats al llarg de la darrera dècada han reafirmat que canvis en l’expressió de 

miRNAs poden relacionar-se amb la iniciació i progressió del CCR. S’ha descrit que l'expressió 

de determinats miRNAs es veu alterada de manera reproduïble en el CCR i els seus patrons 

d'expressió estan associats amb el diagnòstic, pronòstic i resultat terapèutic dels pacients. Tant 

és així que estudis recents han examinat la possibilitat d'utilitzar miRNAs circulants o fecals 

com a biomarcadors de detecció precoç no invasius i que podrien ser d’utilitat per a la 

classificació molecular i l’elecció del tractament més adequat. No obstant, malgrat la llarga 

llista de miRNA suggerits com a biomarcadors del CCR, encara cap d'ells s’empra amb finalitats 

clíniques [245].  

Una revisió recent de 23 estudis de miRNAs en CCR descriu que dels 164 miRNAs 

significativament alterats en CCR, aproximadament 2/3 estan sobreexpressats i 1/3 

infraexpressats en CCR [282].  

Michael i col·laboradors van ser els primers en descriure que els patrons d’expressió de miRNA 

estaven alterats en CCR [283]. El seu estudi identificà la infraexpressió de miR-143 i miR-145 en 

tumors de CCR, suggerint la seva funció com a supresors tumorals. Des d’aleshores, augment 

exponencial d’evidències que relacionen els miRNAs amb la carcinogènesi i el seu impacte 

clínicopatològic, juntament amb els avenços tecnològics en el camp de la bioinformàtica i 

l’anàlisi de microarrays han permès identificar nous miRNA relacionats amb el CCR. 

D’una banda, múltiples estudis descriuen l’activitat oncogènica de miR-21 en el CCR degut a 

l’important paper que juga en la iniciació, progressió i invasió tumoral. S’ha demostrat que 

miR-21 té com a diana el gen supressor tumoral PTEN fet que explicaria els seus baixos nivells 

d’expressió i d’activitat gènica en el CCR. També s'ha demostrat la relació entre miR-21 i el 

factor de transcripció STAT3, suggerint que baixos nivells d’expressió de STAT3 es relacionen 

amb el procés carcinogènic degut a l’activació constitutiva de la IL6 [284]. A més, estudis in 

vitro mostren que el miR-21 està altament expressat en cèl·lules de CCR resistents a la 

quimioteràpia i, conseqüentment, la seva inhibició promou la diferenciació cel·lular tot 

sensibilitzant les cèl·lules als règims de quimioteràpia [285]. Un altre miRNA amb activitat 

oncogènica en el CCR és miR-135 capaç de disminuir l’apoptosis i incrementar el creixement 

cel·lular gràcies a la inhibició del gen APC, entre d’altres [286]. 
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D’altra banda, els membres de la família miR-34 i miR-137 actuen com a supressors tumorals i 

sovint estan infraexpressats en CCR [287, 288]. En el cas dels membres de la família miR-34 

(miR-34a, b i c) estan regulats per TP53 i la transfecció de miR-34a en cèl·lules de CCR es 

relaciona amb la inhibició de la proliferació i la inducció d’apoptosi, almenys parcialment, 

gràcies a l’amplificació de la cascada de senyalització de TP53. També s’ha descrit que miR-34a 

és diana de la Sirtuina-1, fet que es relaciona amb la inducció de la transcripció de TP53. 

Aquests fets suggereixen l’existència d’una retroalimentació positiva entre TP53 i miR-34a, i 

que miR-34a podria participar en la funció de TP53 com a supressor tumoral [284, 286, 288]. A 

més, sembla que la família miR-34 podria formar part del mecanisme epigenètic relacionat 

amb la tumorogènesis del CCR, ja que s’ha descrit hipermetilació en els promotors de les illes 

CpG de miR-34b/c en la gran majoria de tumors primaris de CCR [288, 289].  

Existeixen molts altres miRNAs alterats en CCR i descrits en numerosos estudis, com el clúster 

miR-17-92, miR-106a, miR-31, miR-181b, miR-183, miR-135a/b, família miR-200, miR-203 i 

miR-224 [282]. Alguns dels principals miRNAs desregulats en el CCR apareixen a la taula 11. 

L’estudi del perfil del genoma humà i les signatures de cromatina demostren que els 

mecanismes epigenètics també afecten als nivells d’expressió dels miRNAs en CCR. Així, alguns 

miRNAs amb funció de supressor tumoral com let-7, miR-1, miR-34, miR-342, miR-345, miR-9, 

miR-124, miR-129 i miR-137 freqüentment estan hipermetilats en tumors de colon, fet que 

permetria explicar la seva baixa expressió en càncer. A més, aquesta metilació irregular sovint 

s’esdevé en estadis inicials del desenvolupament del CCR [288, 290]. 

En aquest mateix context, la desregulació dels miRNA també podria induir alteracions en 

l’activitat d’alguns enzims de la maquinària epigenètica. Per exemple, miR-143 excerceix de 

supressor tumoral sobre la DNMT3 i estudis in vitro que revelen que la inhibició de miR-143 en 

el CCR resulta en l’augment dels nivells d’expressió de DNMT3A en teixit de CCR [286, 288]. 

Seguint el mateix patró, miR-140 i miR-449 exerceixen el seu rol com a supressors tumorals tot 

inhibint HDAC4 i HDAC1, respectivament. En conseqüència, la disminució dels nivells 

d’expressió de miR-140 i miR-449 característics del CCR podria relacionar-se amb alteracions 

en l’acetilació d’histones [289, 291]. A més, miR-342 s’ha relacionat amb la desregulació de la 

DNMT1 contribuint a la hipermetilació d’alguns gens supressors tumorals [292]. De forma 

semblant, miR-627 s’ha vist implicat en la inhibició d’una histona desmetilasa, fet que permet 

que la vitamina D exerceixi la seva funció antitumoral [293].  

La següent taula recull alguns exemples d’oncomiRs i miRNAs supressors de tumors en el CCR. 
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Taula 12. Alguns exemples de miRNAs que actuen com a oncogens o gens supressors de tumors en CCR. 

Adaptat de [294]. 

miRNA Gen/s diana validats en CCR 

OncomiRs elevats en CCR 

Clúster miR-17-92 
RBL2, CDC42, PTEN, HIF1A, CYP7B1, GABBR1, TGFBR2, VEGFA, PRRX1, DLC1, CDKN1A, 

BNIP2, SMAD4, SMAD7 

miR-21 CDC25A, MSH2, MSH6, PDC4, RHOB, PTEN, CCL20, ITGB4 

miR-31 SATB2, RHOBTB1, RASA1, HIF1AN 

miR-92a PTEN, KLF4, IQGAP2, BIM 

miR-95 SNX1 

miR-135a/b APC 

miR-146a/b NUMB, CASR 

miR-155 E2F2, MLH1, MSH2, MSH6, PTEN, SOCS1 

miR-196a/b Desconegut 

miR-221/222 CDKN1C, PTEN, RECK, PDLIM2, ICAM1, ADAM17 

miR-499 FOXO4, PDCD4 

miRNAs supressors tumorals disminuïts en CCR 

miR-34a/b/c AXL, CD24, SRC, PAR2, AXIN2, KIT, ZNF281, IL6R, FMNL2, E2F5, LMTK3, HMGB1, MYC, KITLG 

Let-7a/b/c/d/e/f/g/i CDC34, HMGA1, HMGA2, IGF2BP1 

miR-10a/b; -125a/b;  

-99a/b i -100 
HOXD10, KLF4, MCL1, BCLQ, IL6R, MTOR, RAP1B 

miR-25 SMAD7 

miR-26a/b PDHX, LIN28B, ZCCHC11, HMGA1, MYCBP, SETD8, NAMPT 

miR-30a/b/c/d/e DTL, PIK3CD, IRS2, KRAS, BCL2, SIX1, ADAM19, HELZ, PIK3C2A 

miR-101 COX2 

miR-137 CDC42 

miR-143 KRAS, DNMT3A, ERK5 

miR-145 IRS-1,c-Myc, YES1, STAT1, OCT4, SOX2, KLF4, FLI1 

miR-192/215 TYMS, BMI1, EFNB2, MSH6, H3F3B 

miR-342 DNMT1 

miR-365 CCND1, BCL-2 

miR-451 MIF 

miR-675 RB 

miRNAs amb efecte pleiotròpic en CCR 

miR-15a/b, -16 i -195 AP4, PTGS2, MYB, VEGFR2, BCL2, CARMA3, RAF1, UPC2, COPS2, MTSS1, KL 

miR-29 KLF4, TIAM1, TCD7L2, SNAIL, BCL9L, LRP6, IGF1, GNAI13, PTP4A 

miR-200a/b/c, -141 i 

-429 
ZEB1, ZEB2, SIP1, DLC1, SOX2 

miR-483 CKB, DLC1 
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1.4.6.2 microRNAs en els estadis inicials del CCR 

Existeixen diferències entre els patrons d’expressió de miRNAs corresponents a un epiteli 

normal, un adenoma o un adenocarcinoma de colon [295]. Aquests patrons d’expressió són 

consistents amb el model progressiu i acumulatiu de la carcinogènesi del colon i suggereixen 

un paper important dels microRNAs en la iniciació del CCR.  

Recentment, l’estudi de Strubberg i Madison suggereix que les cèl·lules potencialment capaces 

d’iniciar el procés tumoral, conegudes com a “cèl·lules mare tumorals”, podrien estar 

regulades per múltiples miRNAs [294], així com miR-34a [296, 297], miR-106b [298], miR-140 

[299], miR-146a [300], miR-183 [301], miR-200 [301], miR-203 [301], miR-215 [302], miR-302b 

[303], miR-328 [304], miR-363 [305], miR-371 [306] and miR-451 [307]. Tals autors postulen 

que aquests miRNAs podrien interaccionar amb gens responsables del CCR, com KRAS, BRAF, 

TP53 o certes vies de senyalització inflamatòries o de cèl·lules mare, com Wnt o Notch, per tal 

d’induir el desenvolupament del CCR tot guiant el destí de les cèl·lules mare o regulant la 

proliferació cel·lular [294]. 

A més, seguint en la mateixa línia s’han descrit un gran nombre d’evidències que relacionen els 

miRNAs amb la malignització de l’adenoma inicial. El miR-21 és un dels principals oncomiRs en 

el CCR i un clàssic exemple d’aquest fet ja que s'eleva tant en els adenomes com en els 

carcinomes de colon [308]. Els nivells d'expressió més elevats de miR-21 es correlacionen amb 

estadis més avançats de la malaltia [308, 309]. En consistència amb aquests resultats, per 

hibridació in situ es va demostrar que la freqüència i el nivell d'expressió de miR-21 

s’incrementa durant la transició adenoma-carcinoma [310]. De la mateixa manera, miR-135b 

també pot participar en les primeres etapes del CCR ja que s’han descrit alts nivells de miR-

135b en els adenomes i un dels seus mARN diana és el gen APC [311]. Una altre família 

d’oncomiRs important per la progressió del CCR és el clúster miR-17-92 (miR-17, miR-18a/b, 

miR-20a/b, miR-93 i miR-106a/b) [312]. Finalment, el silenciament de miR-137 [313] i miR-342 

[314] en els adenomes de colon també suggereix un paper important d’aquestes molècules en 

l’inici del CCR. 

S’ha descrit que els adenomes de colon tenen alts nivells de senescència que permeten 

controlar la malignització cel·lular, un procés en part regulat per algunes isoformes de TP53 

[315]. D’aquesta manera, un estudi mostra que l’expressió d’un miRNA diana de TP53, miR-

34a, podria estar involucrat en desestabilitzar aquesta barrera de senescència i induir la 

progressió tumoral [316]. 
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D’altra banda, existeixen famílies de miRNAs relacionades amb la prevenció del CCR gràcies a 

la seva funció antiproliferativa i diferenciadora: Let-7 (let-7a-1, let-7a-2, let-7a-3, let-7b, let-7c, 

let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2, let-7g, let-7i, miR-98 i miR- 202), miR-10 (miR-10a/b, miR-

99a/b, miR-100 i miR-125a/b) i miR-15 (miR-15, miR-16, miR-195; també pot incloure miR-424 i 

miR-497) [294].  

1.4.6.3 microRNAs en els estadis avançats del CCR 

Seguint en la mateixa línia, alguns patrons d’expressió de miRNAs s’han relacionat amb la 

progressió i invasió del CCR per mitjà de la seva interacció amb diferents components 

moleculars: miR-101 i ciclooxigenasa 2 (COX-2) [317], miR-499-5p i FOXO4/PDCD4 [318], miR-

675 i retinoblastoma (RB) [319], miR-29 i MMP2 [320] i miR-95 i SNX1 [321]. D’altra banda, 

també s’han descrit miRNAs que actuen com a supressors tumorals tot reprimint el creixement 

i la proliferació del tumor primari. Alguns d’aquests, juntament amb les seves dianes són els 

següents: miR-143 i miR-145 [322] relacionats amb la inhibició de múltiples oncogens, miR-

30a-5p i DTL [323], miR-34a i FRA1 [324], miR-192/miR-215 i TP53 [325], miR-451 i el factor 

oncogènic de migració de macròfags (MIF) [326] i miR-365 i ciclina D1/BCL-2  [327]. 

1.4.6.4 microRNAs en la metàstasis hepàtica derivada del CCR 

El desenvolupament de la metàstasis es deu a la proliferació del tumor primari, la invasió de 

cèl·lules tumorals, la supervivència d’aquestes durant la migració a través de la sang perifèrica, 

l’adhesió a òrgans distants i, finalment la seva colonització mitjançant mecanismes 

proliferatius i angiogènics (Figura 37).  

 

Figura 37. miRNAs associats a metàstasis hepàtica derivada de CC. Adaptat de [328]. 
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Existeixen evidències que descriuen diferències entre el patró d’expressió d’alguns miRNAs 

entre el tumor primari i la metàstasis. Els miRNAs amb tals característiques podrien jugar un 

paper important alhora de conferir propietats invasives i migratòries a les cèl·lules malignes 

del tumor primari, activar enzims relacionats amb la metàstasis i induir la EMT . 

En primer lloc, pel que fa a l’inici de la metàstasis, miR-19 s’ha relacionat amb la inhibició d’un 

enzim implicat en la regulació de la migració tumoral, la transglutaminasa 2 (TG2), i la 

conseqüent invasió cel·lular [329]. Una altre evidència d’aquest fet és la interacció entre miR-

30b i SIX1 que indueix la EMT [330]. A més, s’ha descrit que PRL-3, un protooncogen que 

promou la metàstasis, especialment en el CCR, activa a STAT3 i aquest fomenta l’expressió de 

miR-21, miR-17 i miR-19a, els quals participarien en la proliferació i invasió tumoral [331].  

En segon lloc, s’esdevé la intravassació i l’adhesió a l’òrgan diana, en el CCR generalment 

aquest és el fetge degut a la seva estreta relació anatòmica i vascular. S’ha postulat que miR-

21 regula el factor programador de mort cel·lular PDCD4 tot estimulant la invasió, intravasació 

i metàstasis [332]. També s’ha descrit la relació entre miR-126 i el factor de creixement 

epidèrmic EGFL7 fet que inhibeix l’adhesió cel·lular i facilita la intravassació [333]. Recentment, 

també s’ha estudiat el paper de miR-31 i l’extravassació de la cèl·lula tumoral per mitjà de la 

desregulació de la E-selectina [334]. 

Finalment, l’últim pas de la cascada metastàsica s’atribueix a la colonització del fetge. Alguns 

miRNAs involucrats en el creixement tumoral i la metastatizació en el CCR són el miR-26b [335] 

i miR-103/107 [336], mentre que d’altres com miR-551a [337], miR-483 [337] i miR-195 [338] 

es defineixen com a potencials supressors del creixement metastàtic. 

1.4.6.4 microRNAs pronòstic en el CCR 

L’expressió de determinats miRNAs s’associa amb el pronòstic del CCR.  

Un dels miRNAs amb valor pronòstic més estudiats en el CCR és el miR-21, definit com un 

marcador pronòstic independent. Alts nivells d’expressió de miR-21 s’associen amb un pitjor 

pronòstic i aquest resultat s’ha validat en almenys 3 estudis independents basats en pacients 

de 3 ètnies diferents [339-341].   

Altres miRNAs amb valor pronòstic identificats en el CCR són miR-10b-5p, miR-17-5p, miR-18a-

5p, miR-19b-3p, miR-92a-3p, miR-125b-5p, miR-155-5p, miR-181a-5p, miR-185-5p, miR-194-

5p, miR-200c-3p, miR-215 i miR-372, alts nivells dels quals en teixit es relacionen amb mal 

pronòstic. En canvi, baixos nivells tissulars de miR-16-5p, miR-22-3p, miR-93-5p, miR-106a-5p, 

miR-124-3p, miR-126-3p, miR-128, miR-133b, miR-135b-5p miR-195-5p, miR-212-3p i miR-362-
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3p s’associen a mal pronòstic en CCR. En referència a l’estudi en plasma, s’ha descrit que alts 

nivells de miR-140-5p, miR-141-3p, i miR-221-3p es relacionen amb pitjor pronòstic, mentre 

que baixos nivells de miR-143-3p i miR-1224-5p també prediuen mal pronòstic [342]. 

S’han descrit molts altres miRNAs amb valor pronòstic, alguns dels quals són els següents: let-

7g [343], miR-15b [343], miR-29 [344], miR-106b [345], miR-145 [343, 346], miR-192 [343], 

miR-320 [347] i miR-498 [347]. A més, l’elevada expressió de l’enzim Dicer, involucrat en la 

biogènesis dels miRNAs, s’associa a mal pronòstic en CCR [348].  
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2. Hipòtesi i objectius 

2.1 Fonaments de la hipòtesi 
En el colon, el retorn venós s’esdevé a través de les dues venes mesentèriques, superior i 

inferior, que finalment drenen a la vena porta. Aquesta disposició anatòmica, permet explicar 

el fet que les metàstasis més freqüents dels tumors de colon s’esdevinguin al fetge. En 

conseqüència, l’obtenció de mostres de sang procedent del tumor primari abans de que 

aquesta assoleixi l’òrgan diana, pot proporcionar una valuosa informació per detectar 

biomolècules responsables de l’inici del desenvolupament metastàsic.  

2.2 Hipòtesi 
En els pacients no metastàtics de càncer de colon, l’obtenció de sang a través de les venes 

mesentèriques pot facilitar la identificació de biomarcadors, com miRNAS i exosomes, que 

participin en l’inici del procès metastàsic. D’altra banda, la identificació d’aquets biomarcadors 

en les mostres de sang obtingudes a partir de venes perifèriques (avantbraç) pot ser més 

problemàtica i dificultosa, ja que tals molècules poden haver quedat retingudes en l’òrgan 

diana on metastatitzar i, per tant, estan més diluïdes en l’extensa xarxa de la circulació 

perifèrica.   
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2.3 Objectius 
Basant-nos en la present hipòtesi, es plantegen els següents objectius. 

2.3.1 Objectiu general 
Identificar la rellevància clínica i biològica dels miRNAs lliures en plasma i del contingut 

específic dels exosomes aïllats directament de la sang procedent del tumor primari en pacients 

de càncer de colon.  

2.3.2 Objectius específics 
1. Comprovar si els miRNAs lliures en sang, aïllats de VM i VP, es correlacionen per igual 

amb les característiques clíniques i patològiques dels pacients de càncer de colon. 

2. Analitzar si existeix un perfil de miRNAs específic procedents de VM o de VP i que es 

relacioni amb les característiques clíniques i patològiques dels pacients de càncer de 

colon. 

3. Identificar microRNAs associats a exosomes procedents de VM o de VP i la seva relació  

amb les característiques clíniques i patològiques dels pacients de càncer de colon. 

4. Identificar in vitro les dianes gèniques dels microRNAs exosomals i la seva relació amb 

el desenvolupament del càncer de colon. 

5. Comprovar si el contingut proteic dels exosomes permet detectar factors que es 

relacionin amb les metàstasis hepàtiques. 
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3. Resultats 

3.1 Article primer: “Differential miR-21 expression in plasma from 

mesenteric versus peripheral veins” 

Resum 
La principal causa de mort dels pacients amb tumors sòlids és la metàstasis. L’anàlisi de plasma 

i sèrum en pacients amb càncer pot ajudar a identificar biomarcadors òptims per prediure la 

recaiguda i la metàstasis en aquest grup de pacients. Es suggereix que les venes més pròximes 

al tumor primari probablement continguin major concentració de les molècules alliberades per 

aquest, com per exemple miRNAs i proteïnes, abans de que arribin a l’òrgan diana on 

metastatitzar. El present treball pretén ser un estudi pilot retrospectiu sobre l’avantatge que 

confereix analitzar les molècules contingudes en el plasma de les venes que drenen 

directament del tumor primari en comparació amb la circulació perifèrica. Per això s’ha 

estudiat un miRNA oncogènic clàssicament associat al CCR, el miR-21, en mostres aparellades 

de teixit tumoral i normal i de vena mesentèrica (VM) i perifèrica (VP) en una sèrie de 57 

pacients quirúrgics de CC. 

Les principals característiques clínico-patològiques dels 57 pacients de la sèrie estudiada són 

les següents: homes (60%) i dones (40%), mitjana d’edat de 70 anys, la majoria d’estadi I-II 

(62%), estadi III (26%) i estadi IV (12%), i el 50% d’aquests varen rebre tractament adjuvant 

amb fluoropirimidines. 

Els resultats mostren que l’expressió de miR-21 és significativament major en el plasma 

procedent de la VM que de la VP (P=0.005), fet que correlaciona amb els resultats del teixit 

normal i tumoral (P<0.001). Alhora, pel que fa a l’estadiatge, els nivells de miR-21 són majors 

en el plasma procedent de la VM que de la VP en els estadis I i II (P=0.001), però no es troben 

diferències estadísticament significatives en els estadis III i IV. Pel que fa a la localització 

anatòmica, es descriu una associació estadísticament significativa entre aquesta i els nivells de 

miR-21 procedents tant de la VP (P=0.01) com de la VM (P=0.003). Pel que fa als nivells de miR-

21 en els 8 pacients que desenvoluparen metàstasis en zones drenades per la VM del colon, 

s’ha descrit una diferència estadísticament significativa entre els nivells de miR-21 en el plasma 

procedent de la VM respecte la VP (P=0.02). 

Dels 57 pacients, 5 eren d’estadi IV al diagnòstic i no es varen incloure per estudiar la 

supervivència lliure de malaltia (DFS). Els 52 pacients restants mostren que nivells alts de miR-

21 procedents de VM tenen pitjor pronòstic que els que presenten nivells més baixos (P=0.05). 
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El mateix passa amb els nivells de miR-21 identificats en VP, nivells alts de miR-21 en VP cursen 

pitjor que nivells baixos d’aquest (P=0.07). De forma interessant, quan els valors de miR-21 

procedents tant de VP com de VM estan baixos, el pronòstic és millor en comparació d’aquells 

que tenen alts nivells en ambdós casos (P=0.03). Finalment, quan es compara aquest darrer 

subgrup de pacients amb alts nivells de miR-21 en VP i VM amb la resta de pacients analitzats, 

s’evidencia una recaiguda molt precoç de manera que manifesten un pitjor pronòstic (P=0.01). 

Aquests resultats, suggereixen que el tumor primari de colon allibera altes concentracions de 

l’oncomiR miR-21 a través de la VM i aquests nivells queden relativament diluïts en la 

circulació perifèrica, fet que dificulta la seva utilitat com a biomarcador pronòstic en sang 

perifèrica però evidencia el gran potencial d’estudiar les venes que drenen directament del 

tumor primari.  
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Article “Differential miR-21 expression in plasma from mesenteric 

versus peripheral veins” 

 



3 | Resultats 

 

112 

 



3 | Resultats 

113 

 



3 | Resultats 

 

114 

 



3 | Resultats 

115 

 



3 | Resultats 

 

116 

  



3 | Resultats 

117 

 



 

 



3 | Resultats 

119 

3.2 Article segon: “Exosomal microRNAs isolated from plasma of 

mesenteric veins linked to liver metastases in resected patients 

with colon cancer” 

Resum 
Durant el procés carcinogènic i el desenvolupament metastàsic és fonamental el paper dels 

exosomes com a comunicadors intercel·lulars. Els exosomes són capaços de modular el 

microambient tumoral i preparar el nínxol pre-metastàtic mitjançant la transferència de 

molècules procedents del tumor primari, com ara miRNAs i proteïnes, a les cèl·lules receptores 

de l’òrgan diana on es desencadenarà la metastasis. En el cas del CC i en base als resultats 

previs obtinguts, es suggereix que el tumor primari de colon allibera altes concentracions de 

molècules que afavoreixen que la cèl·lula adquireixi un fenotip més agressiu, a través de les 

VM. L’objectiu d’aquest treball és identificar un perfil de miRNAs en sang procedent de la vena 

que drena directament del tumor primari capaç de pronosticar la recaiguda de la malaltia. A 

més, s’ha estudiat la presència dels miRNAs continguts en exosomes. 

Per tal propòsit, es van analitzar 754 microRNAs en VM de pacients quirúrgics de CC d’estadis 

I-III. D’aquests, alts nivells de 13 miRNAs en VM s’associen a major risc de recaiguda: let-7g 

(P=0.008), miR-15b (P=0.01), miR-18b (P=0.04), miR-26a (P=0.04), miR-106b (P=0.04), miR-126 

(P=0.04), miR-142-3p (P=0.04), miR-155 (P=0.01), miR-328 (P=0.02), miR-410 (P=0.03), miR-449 

(P=0.03), miR-548c-5p (P=0.04) i miR-744 (P=0.02). Només 4 d’aquests mostren una l’expressió 

significativament major en el plasma procedent de la VM que de la VP: let-7g (P=0.0174), miR-

15b (P=0.0365), miR-155 (P=0.0466) i miR-328 (P=0.002). En concordància, l’alta expressió de 

let-7g (P=0.05), miR-15b (P=0.004), miR-155 (P=0.01) i miR-328 (P=0.02) aïllats en VM s’associa 

a pitjor pronòstic en termes de temps a la recaiguda (TTR), mentre que, de forma interessant, 

s’obtenen resultats inversos a l’analitzar tals miRNAs en VP: let-7g (P=0.004), miR-15b 

(P=0.02), miR-155 (P=0.03) i miR-328 (P=0.03). 

Es van aïllar i caracteritzar exosomes de VM i VP dels pacients de la sèrie estudiada i es va 

confirmar la presència de let-7g, miR-15b, miR-155 i miR-328 en el seu interior. Al considerar la 

sèrie completa, no es detecten diferències d’expressió entre aquests miRNAs associats a 

exosomes procedents de VM i VP. No obstant, a l’analitzar el subgrup de pacients que 

desenvoluparen metàstasis hepàtica es detecten alts nivells de miR-328 a l’interior dels 

exosomes procedents de la VM en comparació amb els seus respectius nivells en VP (P=0.005). 

De forma interessant, també s’ha observat una relació directa entre miR-328 exosomal aïllat 

de VM i la metàstasis hepàtica, ja que a l’estudiar el contingut dels exosomes aïllats de la VM 
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entre el subgrup de pacients recaiguts i els no recaiguts, aquells pacients que recauen 

presenten exosomes altament enriquits amb miR-328 (P=0.03). Aquests resultats suggereixen 

la importància d’obtenir marcadors sanguinis abans de colonitzar l’òrgan diana. 
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Article “Exosomal microRNAs isolated from plasma of mesenteric veins linked to 

liver metastases in resected patients with colon cancer” 
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3.3 Article tercer: “miR-328 mediates a metabolic shift in colon cancer 

cells by targeting SLC2A1/GLUT1” 

Resum 
Clàssicament, els miRNAs s’han descrit com a possibles reguladors del procés carcinogènic adquirint 

gran importància com a potencials dianes terapèutiques. En el cas del CC i en base als resultats previs 

obtinguts, l’objectiu d’aquest estudi és indagar l’efecte de miR-328 sobre els seus gens diana putatius 

per tal de poder aprofundir en el mecanisme molecular que exerceix miR-328 durant el procés 

carcinogènic del CC. 

Per tal propòsit, es va dur a terme un anàlisis bioinformàtic in silico per estudiar les possibles dianes 

gèniques de miR-328, entre les quals apareix el gen SLC2A1. Per tal de validar aquesta interacció, es 

van dur a terme assajos luciferasa i western blots en les línies cel·lulars de CC, LOVO i SW480. En 

concordància, es va estudiar l’expressió de miR-328 en 47 mostres aparellades de teixit normal i 

tumoral corresponents a pacients de CC d’estadis I-III. 

Els resultats de luciferasa mostren que miR-328 inhibeix de forma directa el gen SLC2A1 tot unint-se 

a la seva regió 3’UTR en ambdues línies cel·lulars (LOVO, P<0.0001; SW480, P=0.01). Aquests 

resultats es confirmaren per western blot, obtenint en ambdós casos reducció dels nivells de 

proteïna GLUT1 en les cèl·lules transfectades amb alts nivells de miR-328 en comparació de les 

cèl·lules control sense transfectar (LOVO, P=0.03; SW480, P=0.04). De forma interessant, també 

s’evidencia una relació entre els nivells d’expressió de miR-328 i els de GLUT1 en pacients de CC, ja 

que el teixit tumoral es caracteritza per presentar baixos nivells de miR-328 (P<0.0001) i, com ja s’ha 

reportat prèviament en múltiples estudis, alts nivells de GLUT1.  

Aquests resultats indiquen que miR-328 té com a diana SLC2A1/GLUT1, suggerint que miR-328 

podria participar en la desregulació metabòlica que s’esdevé durant el procés del CC exercint un 

paper clau pel desenvolupament de l’efecte Warburg. 
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Article “miR-328 mediates a metabolic shift in colon cancer cells by targeting 

SLC2A1/GLUT1” 
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3.4 Article quart: “Proteomic analysis of liquid biopsy from tumor-

draining vein indicates that high expression of exosomal ECM1 is 

associated with relapse in stage I-III colon cancer” 

Resum 
Els exosomes són potencials biomarcadors per ser estudiats mitjançant la biòpsia líquida en una gran 

diversitat de malalties, principalment en càncer, ja que són secretats per molts tipus cel·lulars, estan 

presents en diferents líquids corporals i generalment contenen informació de les seves cèl·lules 

d’origen. Els exosomes alliberats per les cèl·lules tumorals contenen molècules exclusivament 

seleccionades per educar i transformar les cèl·lules receptores amb informació genètica o alteracions 

moleculars característiques del tumor primari. L’objectiu d’aquest treball és identificar un patró 

característic de proteïnes susceptible a relacionar-se amb les metàstasis hepàtiques. 

L’espectrometria de masses és un mètode òptim per analitzar el contingut proteic dels exosomes. Es 

van considerar únicament les proteïnes identificades en altes quantitats dins dels exosomes 

purificats de la vena que drena directament el tumor primari de colon en els pacients recaiguts: la 

VM. S’identificaren 49 proteïnes sobreexpressades en els exosomes dels pacients recaiguts respecte 

dels no recaiguts. Vint d’aquestes proteïnes apareixen anotades com a proteïnes exosomals i 14 

d’elles s’han identificat exclusivament en cèl·lules de CCR.  

En referència a les 49 proteïnes sobreexpressades s’ha descrit la seva relació en diferents processos 

biològics, incloent reconeixement cel·lular (7%), activació del complement (7%), fagocitosis (7%), 

respostes de defensa  (17%), Immunitat mediada per cèl·lules B (7%), endocitosis mediada per 

receptors (7%), resposta a estrès (8%), processos metabòlics (13%), organització del component 

cel·lular (8%), regulació de processos biològics (9%), transducció de senyals (9%) i algunes tenien 

funció desconeguda (3%). D’aquestes, en destaca la proteïna ECM1 (Extracellular Matrix protein 1) la 

qual està 13.55 vegades més expressada en els exosomes aïllats de plasma de VM en pacients 

recaiguts respecte dels no recaiguts. La validació d’aquests resultats per western blot confirma 

aquest descobriment. De forma interessant, a l’estudiar els nivells d’expressió d’ECM1 també en VP 

observem que aquests no permeten discriminar els pacients recaiguts versus els no recaiguts. D’altra 

banda, a l’incloure individus sans per tal de comparar-los amb els pacients estudiats de CC, ECM1 

està més expressada en exosomes de pacients tant en VM com en VP respecte a individus sans. 

Finalment, a l’estudiar el valor pronòstic de ECM1, alts nivells d’expressió d’ECM1 es relacionen amb 

menor temps a la recaiguda (TTR) (P=0.04). 
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Article “Proteomic analysis of liquid biopsy from tumor-draining vein 

indicates that high expression of exosomal ECM1 is associated with relapse in 

stage I-III colon cancer” 
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4. Discussió 

Estudis recents descriuen que el tumor primari allibera molècules amb propietats tumorogèniques a 

la circulació sanguínia, afavorint el desenvolupament de la metàstasis a l’òrgan diana [349]. En 

aquest sentit, diversos treballs han relacionat la presència de certs tipus cel·lulars alliberats pel 

tumor, com els miRNAs lliures o empaquetats en exosomes, a la circulació sanguínia de pacients 

oncològics amb el procés carcinogènic [229, 230, 350, 351]. Els estudis més recents posen de 

manifest que, en una primera fase, els exosomes alliberats pel tumor primari poden estar dotats 

d’una capacitat organotròpica que li permetria ancorar-se al teixit diana [61, 62]. Seguidament, els 

exosomes podrien fusionar-se amb les cèl·lules de l’estroma de l’òrgan diana, alterant les seves 

funcions i preparant així un “nínxol pre-mestastàtic” que representaria terreny abonat per tal de que 

les cèl·lules tumorals, alliberades pel tumor primari, puguin anclar-se i desenvolupar-se [63]. Cal 

recordar que aquesta hipòtesi és una actualització de la teoria clàssica del “seed and soil” proposada 

per  Stephen Paget a l’any 1889 [64].  

Tenint en compte que en el CC el tumor primari allibera tant factors potencialment oncogènics com 

també cèl·lules tumorals a través del sistema venós, cal suposar que les venes mesentèriques, abans 

de drenar a l’òrgan diana, poden ser portadores d’altes concentracions de factors metastàtics. 

D’altra banda, en les venes perifèriques, tant els factors metastàtics com les cèl·lules tumorals 

circulants, estan més diluïts probablement degut a la seva retenció en l’òrgan diana. Aquest 

raonament explicaria la gran heterogeneïtat de resultats que s’obtenen quan s’analitzen mostres de 

biòpsia líquida procedent de venes perifèriques [66, 67].  

 

Totes aquestes consideracions es justifiquen en els treballs que composen la present tesi doctoral.  

 

Discussió de l’article primer: “Differential miR-21 expression in plasma from mesenteric versus 

peripheral veins” 

El miR-21 és un dels miRNAs més estudiats en mostres de teixit i s’ha relacionat tradicionalment amb 

el CCR ja que es troba elevat tant en els adenomes com en els carcinomes de colon [308]. Aquest 

treball representa un estudi pilot de la importància d’estudiar biomarcadors en la VM per això 

s’evaluen els nivells d’expressió d’un miRNA clàssicament associat a CC, miR-21, en la VM i la seva 

correlació amb la metàstasis. 

Els resultats indiquen que hi ha una sobreexpresió de miR-21 en teixit tumoral i plasma de VM 

respecte al teixit normal i plasma de VP. Aquest fet suggereix que el tumor primari allibera altes 
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concentracions de miR-21 en la VM i aquestes queden diluïdes en la circulació sistèmica. Això 

explicaria perquè en altres estudis, només aproximadament el 30% dels miRNAs detectats en VP 

reflexaven el perfil de miRNAs del tumor primari [352]. Quan analitzem altres característiques 

clíniques i patològiques, observem que l’expressió de miR-21 en VM es relaciona amb els nivells de 

CEA5, malgrat desconeixem si hi ha alguna relació entre els nivells de CEA5 i miR-21, en concordança 

amb els nostres resultats, estudis prèvis mostren que els pacients amb CCR tenen nivells més alts de 

CEA5 en VM que en VP [353, 354]. A més, els nivells d’expressió de miR-21 en VM també 

correlacionen de forma estadísticament significativa amb la mida tumoral i la localització anatòmica 

del tumor. El conjunt de tots aquests resultats suggereixen que les venes pròximes al tumor podrien 

ser una font més acurada de biomarcadors. 

A nivell de pronòstic, als 4 anys de seguiment, els pacients amb alts nivells de miR-21 en VM mostren 

un pitjor ponòstic, en termes de supervivència lliure de malaltia, respecte als pacients que presenten 

baixos nivells de miR-21 en VM, mentre que no s’observen diferències en els nivells de miR-21 en VP; 

fet que suggereix que el miR-21 es detecta més fàcilment en VM que en VP. De forma interessant, els 

pacients amb alts nivells de miR-21 en ambdues regions, VM i VP, presenten una supervivència lliure 

de malaltia més curta que aquells amb baixos nivells en ambdues localitzacions. En conseqüència, es 

postula que alts nivells de miR-21 de forma mantinguda al llarg del temps podria ser un factor de mal 

pronòstic.  

D’altra banda, els 8 pacients que recauen i desenvolupen metàstasis en zones drenades per la VM del 

colon, generalment al fetge, tenen majors nivells de miR-21 en VM que en VP. En canvi, les 

metàstasis desenvolupades en zones no drenades per la VM, com ara el pulmó, no s’associen a 

canvis en l’expressió de miR-21. Aquests fets concorden amb estudis que reporten la capacitat de 

miR-21 per inhibir alguns dels seus gens diana importants pel desenvolupament de càncer hepàtic, 

com ara MAP2K3 [355], PDCD4 [356] i PTEN [357]. A més, un altre estudi basat en arrays, identificà 

un perfil de 7 miRNAs (miR-122, miR-192, miR-21, miR-223, miR-26a, miR-27a, i miR-801) associat a 

tumors hepatocel·lulars, on també es descriu el potencial del miR-21 per distingir entre pacients i 

individus sans [358]. 

Recentment s’ha descrit que els miRNAs alliberats pel tumor primari poden jugar un paper important 

en la preparació del nínxol pre-metastàsic [359, 360]. Els nostres resultats suggereixen que els 

miRNAs alliberats per la VM podrien quedar retinguts en les zones pròximes al tumor primari on 

podrien començar a desenvolupar el nínxol pre-metàstasic. No obstant, per validar aquests resultats 

calen més estudis d’altres miRNAs associats amb CC analitzats en plasma de VM i VP, així com també 

examinar l’associació entre l’expressió de miRNAs en VM i les metàstasis locoregionals o hepàtiques. 
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Amb aquesta finalitat, s’ha dissenyat l’article segon que inclou microarrays per tal d’estudiar un gran 

nombre de miRNAs i així poder obtenir un perfil de miRNAs en VM que pronostiquin la recaiguda de 

la malaltia.  

Discussió de l’article segon: “Exosomal microRNAs isolated from plasma of mesenteric veins linked 

to liver metastases in resected patients with colon cancer” 

Aquest treball pretén estudiar un perfil d’expressió de miRNAs lliures en plasma i associats a 

exosomes en VM de pacients de CC. 

Després d’analitzar un panell de 754 miRNAs, s’ha identificat un perfil de 4 miRNAs (let-7g, miR-15b, 

miR-155 i miR-328) sobreexpressats de forma estadísticament significativa en plasma procedent de 

VM en comparació al de VP. S’observa que els 4 miRNAs descrits s’associen a valor pronòstic en 

termes de TTR tant en VM com en VP, però mentre que la seva sobreexpressió en VM es relaciona 

amb mal pronòstic, en VP es relaciona amb bon pronòstic; és a dir, s’esdevé una inversió en les 

corbes de supervivència. Aquests resultats coincideixen amb els obtinguts prèviament en el nostre 

estudi pilot amb miR-21, on alts nivells de miR-21 en VM s’associen a mal pronòstic però aquesta 

relació no es troba a l’estudiar la VP. En conseqüència, podem especular que els miRNAs amb major 

capacitat metastàsica podrien quedar retinguts a l’òrgan diana, en el cas del colon: el fetge, mentre 

que aquells amb menys potencial maligne podrien continuar la seva ruta a través del torrent sanguini 

i ser detectats amb alts nivells en VP, fet que explicaria la seva associació amb millor pronòstic. A 

més, l’anàlisi multivariat mostra la sobreexpressió de miR-328 en plasma de VM com un factor 

pronòstic independent que contribueix a elevar 6 vegades més el risc de recaiguda hepàtica. En la 

mateixa línia, un estudi recent en pacients quirúrgics de càncer de pulmó de cèl·lula no petita 

(CPCNP) mostra que les cèl·lules aïllades directament de la vena pulmonar on drena el tumor primari 

s’associaren a recaiguda, mentre que aquesta associació no es va trobar en les cèl·lules tumorals 

presents en una VP [361]. 

L’expressió del perfil de miRNAs lliures en VM també s’associa amb algunes característiques clíniques 

com la localització tumoral, let-7g s’associa amb pòlips pre-existents i miR-328 amb l’estadiatge. 

Aquests resultats indiquen que els biomarcadors aïllats en les venes que drenen el tumor primari en 

pacients de CC poden proporcionar molta més informació clínica que aquells obtinguts en VPs.  

Els exosomes derivats de cèl·lules tumorals de pacients oncològics són prometedors biomarcadors 

diagnòstic i pronòstic. L’alliberació d’exosomes carregats amb molècules específiques per la cèl·lula 

tumoral d’origen és un dels principals mecanismes de comunicació intercel·lular entre el tumor 

primari i el microambient tumoral a distància [362]. La presència d’exosomes en sang s’ha analitzat 
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en diferents tipus tumorals metastàsics, incloent melanoma [154], CC [229, 230] i càncer d’ovari 

(líquid ascitic) [363], entre d’altres. Tots aquests estudis descriuen un major nombre d’exosomes en 

plasma de pacients que d’individus sans [229, 230]. 

En comparació amb altres estudis prèvis que inclouen pacients metastàsics, en el nostre estudi hem 

purificat i estudiat el contingut d’exosomes procedents de pacients quirúrgics d’estadis I-III de CC que 

no havien desenvolupat metàstasis en el moment del diagnòstic. Observem que el perfil de miRNAs 

obtingut (let-7g, miR-15b, miR-155 i miR-328) es troba tant circulant lliure en plasma com també 

empaquetat en l’interior d’exosomes. Cal destacar que només el miR-328 exosomal s’associa a 

recaiguda. Al comparar el subgrup de pacients recaiguts versus els no recaiguts, és interesant 

comprovar que els nivells de miR-328 exosomal en VM són significativament més alts en el subgrup 

de recaiguts, mentre que aquesta capacitat discriminatòria no es manté a l’estudiar tal situació en 

VP. La capacitat de miR-328 en participar en la recaiguda també s´ha observat en el CPCNP, on s’ha 

descrit que miR-328 es relaciona amb les metàstasis cerebrals [364]. 

En resum, l’expressió de let-7g, miR-15b, miR-155 i miR-328 aïllats de plasma de VM pot ser una eina 

útil per identificar pacients amb alt risc de recaiguda i els exosomes enriquits amb miR-328 en VM 

poden jugar un paper important en modular el microambient tissular per permetre l’ancoratge de les 

cèl·lules metastàsiques. 

Amb la finalitat de comprovar la capacitat de miR-328 en la formació de la metàstasis, hem dissenyat 

l’article tercer. 

Discussió de l’article tercer: “miR-328 mediates a metabolic shift in colon cancer cells by targeting 

SLC2A1/GLUT1” 

En concordança amb els resultats obtinguts, a l’estudiar el mecanisme molecular de miR-328 i les 

seves potencials dianes gèniques, es suggereix que miR-328 podria ser un element clau pel 

desenvolupament de l’efecte Warburg en el CC. De fet, mitjançant un estudi in silico, hem identificat 

que una de les dianes relacionades amb miR-328 i l’efecte Warburg és SLC2A1/GLUT1. 

Aquest estudi demostra que miR-328 inhibeix de forma directa el gen SLC2A1, fet que resulta en una 

disminució de la traducció de la seva proteïna GLUT1, un dels principals transportadors de glucosa 

intracel·lular. A més, l’analisi dels nivells d’expressió de miR-328 en pacients de CC d’estadis I-III 

indica que el teixit tumoral presenta nivells de miR-328 més baixos que el teixit normal. Tenint en 

compte que el teixit tumoral es caracteritza per consumir alts nivells de glucosa, principalment via 

GLUT1 [365], una reducció de GLUT1 induïda per miR-328 podria suggerir que miR-328 podria actuar 

com un gen supressor tumoral comprometent la supervivència de les cèl·lules tumorals.  
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Aquests resultats correlacionen amb estudis prèvis que involucren el miR-328 amb alteracions en 

vies de senyalització de tipus metabòlic i no metabòlic [366-370]. A més, un estudi basat en les 

propietats de les cèl·lules mare tumorals i el miR-328 suggereix que nivells baixos de miR-328 

correlacionen amb fenotips més invasius i tumorogènics in vitro [304].  

Malgrat aquests treballs poden semblar contradictoris en relació als nostres resultats previs, on alts 

nivells de miR-328 eren factor del mal pronòstic, cal considerar que en aquest cas, miR-328 no era 

obtingut del tumor sinó que era miR-328 exosomal, circulant en sang i aïllat de VM, i abans de que 

assolís l’òrgan diana on metastatitzar, en aquest cas generalment el fetge. Aquesta circumstància ens 

permet especular que miR-328 exosomal podria actuar sobre les cèl·lules hepàtiques i alterar el seu 

comportament metabòlic. De fet existeixen estudis recents que mostren que alguns miRNAs 

secretats tant pel tumor com per les cèl·lules del nínxol al microambient adjacent al teixit tumoral 

podrien jugar un paper important en la modulació del nínxol pre-metastàsic i la conseqüent 

progressió metastàsica. Per exemple, en càncer de mama, el miR-122 secretat pel tumor és capaç de 

reprogramar el metabolisme de la glucosa en el nínxol pre-metastàsic mitjançant la inhibició de 

l’enzim glicolític piruvat kinasa M2 (PKM2) [371], mentre que en càncer cerebral el miR-19a, secretat 

per les cèl·lules del nínxol, promou la pèrdua de l’expressió de PTEN en el tumor primari [221]. En 

ambdós casos, el resultat final és l’increment de glucosa estromal. En conseqüència, aquest 

increment de glucosa, juntament amb l’acumulació d’altres metabòlits, permet nodrir les cèl·lules 

tumorals amb nutrients i energia per poder dur a terme les vies anabòliques necessàries pel 

creixement del tumor secundari quan aquestes arribin al nínxol pre-metastàsic.    

De forma interessant, al considerar els resultats obtinguts en el nostre estudi prèvi on es suggereix 

que l’expressió de miR-328 en els exosomes procedents de la vena que drena el tumor es relaciona 

amb la metàstasis hepàtica [139], juntament amb altres estudis que relacionen alguns miRNAs amb 

l’increment de la glucosa estromal [371, 372], els resultats del present treball suggereixen que 

l’expressió alterada de miR-328 pot modular les característiques metabòliques del microambient per 

tal d’accelerar la formació del nínxol pre-metastàsic. Així, nivells baixos de miR-328 en el tumor 

afavoreixen la captació de glucosa i el conseqüent creixement tumoral, mentre que el miR-328 

secretat pel tumor primari podria reprimir la captació de glucosa de les cèl·lules del nínxol pre-

metastàtic que s’està formant a distància, fet que resultaria en l’acumulació de glucosa en l’estroma 

intercel·lular afavorint la colonització metastàsica. 

En resum, l’expressió de miR-328 es relaciona amb la inhibició directa de SLC2A1/GLUT1 i, 

conseqüentment, amb la regulació de l’activitat metabòlica via GLUT1 en les cèl·lules tumorals de CC. 
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Futurs estudis dels mecanismes biològics encarregats d’aquesta interacció serien útils per evaluar el 

potencial terapèutic de miR-328 en el CC.   

Discussió de l’article quart: “Proteomic analysis of liquid biopsy from tumor-draining vein indicates 

that high expression of exosomal ECM1 is associated with relapse in stage I-III colon cancer” 

Aquest treball estudia el proteoma dels exosomes circlants en sang procedents de la vena que drena 

directament el tumor primari, la VM, i identifica la proteïna ECM1 exosomal com a rellevant per ser 

investigada al llarg de l’article quart. 

L’estudi de proteïnes exosomals obtingudes de plasma procedent de la VM i de la corresponent VP 

mostra diferències d’expressió entre els pacients que desenvolupen metàstasis respecte dels que no 

recauen al llarg del temps. Aquest treball indica que les proteïnes exosomals estan presents tant en 

exosomes aïllats de VM com de VP, fet que coincideix amb que molts tipus cel·lulars són 

potencialment capaços d’alliberar exosomes tant en condicions fisiològiques com patològiques  

[373], essent la càrrega proteica exosomal major en els exosomes procedents de VM que de VP. Cal 

destacar que malgrat els nivells de la majoria de proteïnes exosomals eren semblants entre ambdós 

grups de pacients, la proteïna ECM1 presentava nivells molt més alts en els pacients que recauen al 

llarg del temps suggerint una possible relació entre ECM1 i la metàstasis.  

La proteïna ECM1 és una glicoproteïna secretada de 85kDa involucrada en diverses funcions 

fisiològiques com el manteniment de la homeostasis tissular [374], però també s’ha descrit alterada 

en molts tumors epitelials com el càncer de mama, el carcinoma esquamós d’esòfag, el càncer gàstric 

i el CC [375]. De forma interessant i en consonància amb els resultats obtinguts, recentment s’ha 

descrit la presència d’ECM1 exosomal en el 82% dels pacients d’una cohort que presentava càncer de 

mama i micobacteria no tuberculosa [376]. Els resultats obtinguts en el nostre estudi mostren alts 

nivells d’ECM1 exosomal en plasma procedent de VM de pacients amb CC i aquests nivells són 

majors en el subgrup de pacients que desenvolupen metàstasis respecte d’aquells que no recauen al 

llarg del temps. En conseqüència, es podria suggerir que alts nivells d’ECM1 en plasma de VM, 

obtingut abans que els exosomes arribin a l’òrgan diana, podria ajudar a identificar pacients 

susceptibles a desenvolupar metàstasis. A més, diversos estudis postulen una possible relació entre 

ECM1 i el desenvolupament metastàsic [377, 378]. 

El present estudi també evidencia nivells més alts d’ECM1 en VM respecte VP en els pacients que 

desenvoluparen metàstasis en el fetge com a òrgan diana, mentre que aquells amb metàstasis 

peritoneal o pulmonar presenten nivells semblants d’ECM1 en VM i VP. Aquests resultats 

suggereixen que els exosomes alliberats pel tumor primari podrien presentar organotropisme i, 
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conseqüentment, quedar retinguts de forma específica pel teixit hepàtic. Tant és així que estudis 

proteòmics mostren que la integrina exosomal αvβ5 té afinitat per anclar-se a les cèl·lules del fetge i 

desenvolupar metàstasis hepàtica, mentre que les integrines exosomals α6β4 i α6β1 presenten 

organotropisme teixit-específic pel pulmó i, per tant, s’associen a metàstasis pulmonar [61].  

Finalment, es postula que els nivells d’ECM1 podrien tenir un paper pronòstic en el CC ja que alts 

nivells d’ECM1 exosomal s’associen a menor TTR. Malgrat encara es desconeix la funció d’ECM1 en la 

formació metastàsica, els resultats obtinguts en diferents tipus tumorals recolzen aquesta hipòtesi.  
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5. Conclusions 
 

Article primer 

1. En el CC, la VM presenta nivells més elevats de miR-21 respecte la VP. 

2. L’evaluació dels nivells de miR-21 en VM permet identificar un grup de pacients de CC amb 

menor supervivència lliure de malaltia. 

3. L’estudi dels nivells de miR-21 procedent de VM, i no de VP, correlaciona amb el 

desenvolupament metastàsic. 

Article segon 

1. Alts nivells de let-7g, miR-15b, miR-155 i miR-328 aïllats de VM es relacionen amb pitjor 

pronòstic, mentre que alts nivells de let-7g, miR-15b, miR-155 i miR-328 aïllats de VP es 

relacionen amb millor pronòstic. Aquesta situació indica que existeixen diferències entre els 

biomarcadors procedents de VM i VP. 

2. L’anàlisi exosomal mostra que let-7g, miR-15b, miR-155 i miR-328 estan presents a l’interior 

dels exosomes procedents tant de VM com de VP i, per tant, poden viatjar encapsulats en el 

seu citoplasma.  

3. miR-328 exosomal està més elevat en plasma procedent de la VM respecte de la VP i actua 

com a biomarcador de recaiguda. 

Article tercer 

1. miR-328 té com a diana SLC2A1/GLUT1. 

2. SLC2A1/GLUT1 és regulat negativament pels nivells de miR-328 en les línies cel·lulars de CC, 

LOVO i SW480. 

Article quart 

1. L’anàlisi proteòmic d’exosomes aïllats de VM identifica 14 proteïnes relacionades amb el CC. 

2. De les 14 proteïnes exosomals associades a CC, destaquen els nivells de la proteïna ECM1 en 

pacients recaiguts, els quals són 13 vegades més alts que en pacients no recaiguts. 

3. Els nivells exosomals d’ECM1 obtinguts de VM actuen com a biomarcador pronòstic en 

pacients de CC. 
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Conclusions generals 

1. En el CC, els marcadors tumorals circulants en plasma presenten diferents perfils segons 

s’aïllin de VM o de VP. 

2. L’anàlisi de les molècules alliberades, miRNAs i/o exosomes, per la vena que drena 

directament el tumor primari de colon, la VM, és un mètode prometedor per a la 

identificació de biomarcadors abans que assoleixin l’òrgan diana on metastatitzar.
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16 February 2017 
 

Drs Andrei V. Gudkov and Mikhail V. Blagosklonny 

Editors-In-Chief, Oncotarget 

 

Dear Drs Gudkov and Blagosklonny, 

We are submitting our manuscript entitled “Exosomal microRNAs isolated from plasma of mesenteric veins 

linked to liver metastases in resected patients with colon cancer” so that you may consider it for publication 

as a Research Paper in Oncotarget.  

In our manuscript, we report our findings in 50 surgically resected patients with stage I-III colon cancer, from 

whom we obtained blood samples from the vein draining from the tumor (mesenteric vein) and the peripheral 

vein. We identified four miRNAs that were expressed at higher levels in mesenteric plasma than in peripheral 

plasma. Overexpression of these miRNAs in mesenteric plasma was associated with shorter time to relapse, 

while high expression of the miRNAs in peripheral plasma was associated with longer time to relapse. 

Moreover, we found that the exosomal cargo in mesenteric plasma of one of these miRNAs (miR-328) was 

higher in patients who developed metastases, while there was no difference in the exosomal cargo in 

peripheral plasma between metastatic and non-metastatic patients. Our findings indicate that in surgical colon 

cancer patients, the analysis of biomarkers in blood obtained from the mesenteric vein during surgery may 

provide a more reliable indication of risk of relapse than can the analysis of biomarkers in peripheral blood. 

This paper was previously submitted to Annals of Surgery (IF  8.569), but we believe that it was mistakenly 

rejected, and we are submitting to Oncotarget as suggested on your web page. We are submitting a revised 

version of our original manuscript formatted according to Oncotarget guidelines, together with the reviewers’ 

comments and our rebuttal letter.  

Thank you for considering this manuscript for publication. I hope that you enjoy it and find it of interest for the 

readers of Oncotarget. 

With our best regards, 

Mariano Monzo, MD, PhD 

Professor and Chairman 
Unit of Anatomy and Human Embryology 
School of Medicine-Hospital Clinic 
University of Barcelona 
Casanova 143 
08036 Barcelona 
Phone: 93 402 19 03 

mmonzo@ub.edu 
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Ref.: Ms. No. ANNSURG-D-17-00022 
Exosomal microRNAs isolated from plasma of mesenteric veins linked to liver metastases in resected 
patients with colon cancer Annals of Surgery 
 
 
Reviewers' comments: 
 
Reviewer #1: Several things need clarification.  
 
In the last sentence of the introduction, the authors state that they have analyzed 754 micro RNA 
in 50 paired samples taken from the mesenteric vein and peripheral vein of surgically resected 
colon cancer patients and correlated these results the patient characteristics and time to relapse. 
In reading the methods section, it sounds as if the 754 Micro RNA where used only in a training set 
of 15 mesenteric vein and 3 plasma veins samples, not the entire 50 paired plasma sample set. 
 
Our reply: We performed the analysis of the 754 miRNAs only in the training set composed of 15 
mesenteric vein and 3 plasma veins samples. After that the miRNAs identified associated to relapse 
were studied in the whole cohort of 50 patients (plasma from paired mesenteric and peripheral 
blood). To avoid confusion we have modified introduction as follows: 
 

“In order to test this hypothesis, we have profiled the miRNA expression in plasma 
samples taken from MV of surgically resected stage I-III CC patients and identified 
several MV-miRNAs associated with time to relapse (TTR). Furthermore, we confirm 
that these miRNAs were contained in MV-exosomes.” 

 
 
For their methods with this the authors site a paper on multiple myeloma that they have 
published. So that the reader does not have to refer to this paper they should briefly state how the 
screening was performed and how all but 249 of the miRNA were excluded? All of these not 
expressed or unreliably quantified in the 15 mesenteric vein plasma samples?  
 
Our reply: Previous reports of microRNA profiling in serum sample from our group (Navarro A. et al. 
Oncotarget 2015) or other groups (Pescador N. et al. PLOS One 2013; Jiang X. et al. 2015 Int. J. 
Cancer; Zampetaki A. et al. 2010 Circulation Research) show that the number of microRNAs detected 
in plasma samples by real time PCR is around 30% as we observed in our cohort. Moreover, as 
suggested by this reviewer, we have added in methods section all the information about the 
microRNA screening and filtering as follows: 
 

“Briefly, RT reactions of 4.50l contained: 0.80l of 10X RT buffer (Applied Biosystems), 

0.2l dNTPs (100mM each), 1.5l multiscribe reverse transcriptase (50 U/μl), 0.10l 

RNase inhibitor (20 U/μl), 0.80l Megaplex RT primers (10X), 0.90l of MgCl2 (25 U/μl) 
and 70ng of total RNA. RT reactions were incubated in a 2720 thermocycler (Applied 
Biosystems) for 2 min at 16ºC and 1 min at 42ºC for 40 cycles, 1 s at 50ºC and 5 min at 
85ºC, and then held at 4ºC. 2.5 μL of each RT product was preamplificated in order to 
increase the quantity of desired cDNA. Preamplification reactions were incubated in a 
2720 thermocycler (Applied Biosystems) for 10 min at 95ºC, 2 min at 55ºC and 2 min at 
72ºC; then 15 s at 95ºC and 4 min at 60ºC for 12 cycles, 10 min at 99.9ºC and then held 
at 4ºC. Preamplification product was diluted with 75μL of 0.1X TE buffer (pH 8.0). 
Quantitative real-time PCR reactions were performed on an ABI 7500 HT Sequence 
Detection System (Applied Biosystems) and contained 9μL of the diluted 
preamplificated product, 450μL of TaqMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase 
UNG 2X (Applied Biosystems) and 441μL of nuclease-free water, mixed by vortexing, 

and pipetted into microfluidic TaqMan Human miRNA Array A and B. ” 
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“All miRNAs that were not expressed in all 15 MV plasma samples or were expressed 
with an unreliable quantification (Ct>37) were excluded from further analysis, leaving a 
working set of 249 miRNAs.” 

 
 
They state that samples were normalized using miR-484. Can they justify use of this as a reference? 
 
Our reply:  Using the miRNA data from the training set we identified miR-484 as the miRNA whose 
expression had the least variance and that was not differentially expressed between mesenteric and 
peripheral vein samples. Moreover, this miRNA have been previously described in the literature as a 
good endogenous control  to study miRNA expression in serum samples (Hu Z et al. Carcinogenesis 
2012).We have included this information in the text as follows: 
 

“Normalization was performed with miR-484 as this miRNA was found to be the most 
stably expressed in all the samples.” 
 

In the methods they state that that mean miRNA value of the peripheral vein plasma samples 
included in the profiling was used "as calibrator sample". Can the authors clarify what was done? 
Was exosomal miRNA normalized both to a reference miRNA as well as to peripheral vein plasma 
miRNA?  
 
Our reply: As stated in method section relative miRNA expression was calculated using the 2-∆∆Ct 
method. This method is a convenient method to analyze the relative changes in gene expression. It 
requires the assignment of one or more housekeeping genes (miR-484), which are assumed to be 
uniformly and constantly expressed in all samples, as well as one or more reference samples 
(peripheral vein plasma samples). The expression of other samples is then compared to that in the 
reference sample (Kenneth J. et al. Methods 2001). 
 
Many comparisons were performed to correlate the miRNA's both with clinical characteristics as 
well as with time to relapse. What statistical correction was used for this? Are the p-values that are 
presented FDR-corrected P values?  
 
Our reply: Raw p-value data is shown in the text and figures of the manuscript. However, the 
significance is retained for time to relapse when FDR correction is applied. We have included this 
information in the table below for reviewer’s information: 
 

 
microRNA 

Peripheral vein Mesenteric vein 

Raw p-value FDR-corrected p-
value 

Raw p-value FDR-corrected p-
value 

Let-7g 0.00368 0.01544 0.0519 0.05190 
miR-15b 0.0172 0.03440 0.00386 0.01544 
miR-155 0.0327 0.03737 0.0128 0.03413 
miR-328 0.0269 0.03586 0.0225 0.03586 

 
 
 
We are provided with a mean follow-up of 45 months, the range should also be provided.  
 
Our reply: We have included this information in the text as follows: 
  

“Mean follow-up was 45.2 months (range 26.4-63.8).” 
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On page 11, second paragraph I do not understand what the authors mean by "pre-existing polyps" 
can they elaborate?  
 
Our reply: By pre-existing polyps we refer to precursor lesions (adenomatous polyps) that were 

found in the patient years before the diagnosis of the colon cancer. This is a common clinical variable 

that oncologists take in account at diagnosis. 

 
Since annals of surgery is a surgical journal, the authors should describe how mesenteric venous 
blood was collected at the time of surgery and not just provide a reference to their prior paper 
about miR-21 in mesenteric venous blood. 
 
Our reply: We have included this information in methods section as follows: 
 

“On the day of surgery, 5 mL of blood was drawn from the PV and stored in heparinized 
tubes. During surgery, with vascular ligation before tumor resection, an additional 5 mL 
of blood was drawn from either the superior or the inferior MV, according to the 
anatomic location of the tumor.” 

 
 
Reviewer #2: The authors analyzed miRNA profiles from mesenteric veins and peripherial veins in 
patients with colon cancer and associated findings with liver metastases and time to recurrence. 
The main finding is that high expression of four miRNAs in mesenteric, but not in peripheral 
plasma was associated with shorter time to relapse. In patients who developed liver metastases, 
the miR-328 exosomal cargo was greater in mesenteric plasma. This is an exploratory study with 
findings derived and validated in a small population of stage I-III colon cancer patients. It is an 
interesting and exciting concept to identify biomarkers to predict liver metastases. There is 
potential clinical application if the findings are validated in a larger population. Some points need 
to be clarified. 
 
1. There are many patient and clinical variables that influence outcome. Adjuvant treatment use is 
described in table 1, but it should be given in detail with respect to outcome, not just miRNA 
levels. Did the use of chemotherapy influence outcome and where is that in the multivariate 
analysis? Were the surgeries done open or laparscopic? Can you report on the number of lymph 
nodes harvested and evaluated as this will demonstrate a surgical quality measure; i.e. that 
technique did not influence outcome. 
 
Our reply: The use of adjuvant treatment not influence time to relapse as it was already shown in 
Table 1 (p=0.405). For that reason we have not included that variable in the multivariate analysis. 
The surgery was performed by both methods, open surgery or laparoscopic, depending on patient 
and tumor characteristics. Moreover, as requested by this reviewer we have now included the 
number of lymph nodes examined in Table 1. Most of the patients (78%) had more than 12 lymph 
nodes examined. 
 
2. How were the patients followed post-treatment for surveillance? Was there a standard protocol 
followed? Was this done prospectively? 
 
Our reply: The patients were followed using the standard protocol followed by Hospital Municipal de 
Badalona. Despite the samples were collected prospectively, the study can be considered 
retrospective and no intervention or changes in the standard protocol of follow up were done as 
consequence of the results obtained in the microRNA analysis. 
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3. Please report more clearly the location of the tumors: right, left, transverse. 
 
Our reply: More detailed information about the location of the tumor was included as footnote in 
Table 1. 
 

“*Tumor location according to anatomical site: 17 ascending colon, 7 transverse colon, 
6 descending colon and 20 sigmoid colon.“ 

 
 
4. The most useful part of this would be if the findings could be used to predict recurrence 
specifically in the stage I or II patients. Can the data be presented specifically for this group? 
 
Our reply: We agree with this reviewer that the subanalysis of stage I-II patients could be of great 
interest, especially in stage II patients where the addition of adjuvant treatment is still controversial. 
Despite thirty five patients had stage I-II in our cohort only 5 of them relapsed after surgery. We 
observed that most of the microRNAs retained its significance as time to relapse markers when 
analyzed in mesenteric vein in stage I-II, but it is difficult to draw consistent conclusion with so few 
events. For that reason, we consider that is better not to include this information in the text.   
 
5. Smaller points: Would not call stage III early cancer; Figures are of poor quality and could not be 
read. 
 
Our reply: We have corrected this in the text and we have improved the quality of the figures as 
suggested by this reviewer. 
 

We have submitted a clean copy (Revised Version) of the revised manuscript, as well as a copy with 

the edits tracked (Highlighted Version). Please let us know if you require any further information at 

this time. 

 

Sincerely, 

Mariano Monzo, MD, PhD 

Professor and Chairman 

Unit of Anatomy and Human Embryology 

School of Medicine-Hospital Clinic 

University of Barcelona 

Casanova 143 

08036 Barcelona 

Phone: 93 402 19 03 

mmonzo@ub.edu 

  

mailto:mmonzo@ub.edu
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Annex 2. Participació en congrés internacional al que ha donat lloc la 

tesi 
 

Exosomal ECM1 protein expression in plasma from the tumor-draining vein (mesenteric vein) and 

time to relapse in colon cancer patients  

Santasusagna S, Navarro A, Moreno I, Martinez F, Castellano JJ, Muñoz C, Canals J, Morales S, 

Hernandez R, Moreno J, Monzó M. 

ESMO Congress 2017 (Madrid, Espanya, 8-12/06/2017) 

 

 

 
 

 

 

 



Annexes 

 

207 

Pòster “Exosomal ECM1 protein expression in plasma from the tumor-draining vein (mesenteric vein) and time to 

relapse in colon cancer patients” 
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Annex 3. Altres publicacions en les que he participat durant el període 

de tesi 
 

AUTORS: Tejero R, Navarro A, Campayo M, Viñolas N, Marrades RM, Cordeiro A, Ruız-Martınez M, 

Santasusagna S, Molins L, Ramirez J, Monzó M.  

TÍTOL: miR-141 and miR-200c as Markers of Overall Survival in Early Stage Non-Small Cell Lung 

Cancer Adenocarcinoma. 

REVISTA: PlosOne DATA: 2013 VOLUM: 9 PÀG.INICIAL/FINAL: e101899 IF: 3.54 

 

AUTORS: Ruiz-Martinez M, Navarro A, Marrades RM, Viñolas N, Santasusagna S, Muñoz C, Ramírez J, 

Molins L, Monzo M.  

TÍTOL: YKT6 expression, exosome release, and survival in non-small cell lung cancer. 

REVISTA: Oncotarget DATA: 2016   VOLUM: 7       PÀG.INICIAL/FINAL: 51515-51524      IF: 5.17 

 

AUTORS: Caritg O, Navarro A, Moreno I, Martínez-Rodenas F, Cordeiro A, Muñoz C, Ruiz-Martinez M, 

Santasusagna S, Castellano JJ, Monzó M. 

TÍTOL: Identifying High-Risk Stage II Colon Cancer Patients: A Three-MicroRNA-Based Score as a 

Prognostic Biomarker. 

REVISTA: Clin Colorectal Cancer   DATA: 2016  VOLUM: 15  PÀG.INICIAL/FINAL: e175-e18 IF: 4.5 

 

AUTORS: Moisés J, Navarro A, Santasusagna S, Viñolas N, Molins L, Ramirez J, Osorio J, Saco A, 

Castellano JJ, Muñoz C, Morales S, Monzó M, Marrades RM. 

TÍTOL: NKX2-1 expression as a prognostic marker in early stage non-small-cell lung cancer 

REVISTA: BMC Pulmonary Medicine  DATA: 2017   VOLUM: 17  PÀG.INICIAL/FINAL: 197-206     IF: 2.43
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Annex 4. Altres congressos en els que he participat durant el període 

de tesi 
 

1. High miR-141 and miR-200c expression levels as prognostic factors in NSCL adenocarcioma 

through angiogenesis and mesenchymal-epithelial transition regulation 

Tejero R, Navarro A, Campayo M, Viñolas N, Marrades RM, Cordeiro A, Ruíz-Martínez M, 

Santasusagna S, Molins L, Ramirez J, Monzó M.  

15th World Conference on Lung Cancer (Sydney, Australia, 27-30/10/2013) 

 

2. Los piwiRNAs, ARNs no codificantes germinales, estan activos en el linfoma de Hodgkin y 

actuan como marcadores pronósticos 

Navarro A, Cordeiro A, Gaya A, Gonzalez B, Díaz-Beyá M, Fuster D, Tejero R, Ruiz M, 

Santasusagna S, Muñoz C, Caritg O, Martinez C, Martinez A, Monzó M. 

LVI Congreso Nacional de la Sociedad Española de Hematología y Hemoterapia (Madrid, 

Espanya, 6-8/11/2014) 

 

3. Germline small non coding RNAs, piwiRNAs, are expressed in Hodgkin Lymphoma: the role of 

piwiRNAs-651 as prognostic factor in Hodgkin Lymphoma 

Navarro A, Cordeiro A, Gaya A, Gonzalez-Farre B, Díaz-Beyá M, Fuster D, Tejero R, Ruiz M, 

Santasusagna S, Muñoz C, Caritg O, Martínez A, Monzó M. 

19th Congress of the European Hematology Association (Milano, Itàlia, 12-15/06/2014) 

4. YKT6 regulation of exosome release is mediated by microRNAs and impacts prognosis in non-

small-cell lung cancer 

Ruiz-Martinez M, Santasusagna S, Navarro A, Castellano JJ, Moises J, Viñolas N, Muñoz C, 

Segui J, Marrades R, Ramirez J, Del Portillo H, Caritg O, Cordeiro A, Molins L, Monzó M. 

The Fifth International Meeting of Journal of Extracellular Vesicles 2016 (Rotterdam, Països 

Baixos, 4-7/05/2016) 

5. La via PIWI/piRNA: paper pronòstic del piR-651 en el Limfoma de Hodgkin clàssic 

Cordeiro A, Gaya A, Díaz-Beyá M, Gonzalez-Farré B, Castellano JJ, Caritg O,  Ruiz-Martínez M, 

Santasusagna S, Muñoz C, Fuster D, Martínez C, Martínez A, Monzó M, Navarro A. 

40ª Diada Internacional de la Societat Catalana d'Hematologia i Hemoteràpia (Barcelona, 

Espanya, 03/06/2016) 
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6. LincRNA-p21 Impacts Prognosis in Non-Small Cell Lung Cancer Adenocarcinoma Patients 

Moises J, Castellano JJ, Ramirez J, Cordeiro A, Vinolas N, Saco A, Ruiz M, Santasusagna S, Aya 

F, Molins L, Navarro A, Monzó M, Marrades R. 

Annual congress 2016 of the American Thoracic Society (San Francisco, EUA, 13-18/05/2016) 

7. Variaciones genéticas en la vía PIWI/piRNA tienen impacto pronóstico en la supervivencia 

libre de enfermedaden el Linfoma de Hodgkin clásico 

Cordeiro A, Navarro A, Gaya A, Martínez C, Gonzalez-Farré B, Díaz-Beyá M, Castellano JJ, 

Ruiz-Martínez M, Santasusagna S, Muñoz C, Martínez A, Monzó M. 

LVIII Congreso Nacional de la Sociedad Española de Hematología y Hemoterapia (Santiago de 

Compostela, Galícia, 20-22/10/2016) 

8. NKX2-1 impacts prognosis in early stage NSCLC not harboring TP53 mutations 

Moisés J, Santasusagna S, Navarro A, Viñolas N, Ramirez J, Molins J, Agustí C, Osorio J, Saco 

A, Ruiz-Martinez M, Castellano JJ, Cordeiro A, Muñoz C, Monzó M, Marrades RM.  

ERS International Congress 2016 (Londres, Regne Unit, 3-7/11/2016) 

 

9. HOXA-related long non-coding RNAs impact prognosis in early stage NSCLC patients 

Navarro A, Santasusagna S, Viñolas N, Castellano JJ, Moises J, Marrades R, Morales S, Canals 

J, Muñoz C, Ramírez J, Molins L, Monzó M. 

ESMO Congress 2017 (Madrid, Espanya, 8-12/06/2017) 
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Annex 5. Protocols 

1. Processament de mostres  

El dia de la cirurgia s’extreuen dues mostres de 5mL de sang del pacient: una procedent d’una vena 

perifèrica de l’avantbraç i l’altre de la vena mesentèrica superior o inferior -en funció de la 

localització anatòmica del tumor-. Aquestes mostres s’emmagatzemen en tubs heparinitzats fins a 

ser processades per centrifugació a 5000g durant 10 minuts. Es congelen a -80ºC fins a recollir 

suficients pacients per realitzar un estudi retrospectiu.   

2. Extracció d’ARNs totals en teixit 

L’ARN total en mostres de teixit s’extreu amb el reactiu Trizol Reagent (Ref. 15596-018, Life 

tecnologies), seguint el protocol proporcionat pel fabricant.  

 
1. Afegir 1mL de Trizol per cada 50-100mg de mostra tissular i homogeneïtzar amb un bisturí en 

una placa de Petri.  

2. Recollir l’homogeneïtzat i transferir-lo en un nou tub eppendorf de 1.5mL, fer vòrtex i deixar 

incubar durant 5 minuts a temperatura ambient. 

3. Afegir 0.2mL de cloroform i fer vòrtex. 

4. Incubar durant 15 minuts a temperatura ambient. 

5. Centrifugar a 12.000g durant 15 minuts a 4ºC. S’esdevé una separació de fases, la fase 

incolora superior conté l’ARN, la interfase blanquinosa conté el DNA i la fase orgànica inferior 

conté les proteïnes i lípids. 

6. Aïllar la fase aquosa superior amb molt de compte per tal de no interrompre les fases 

separades i transferir a un nou tub eppendorf de 2mL. 

7. Afegir 0.5mL d’isopropanol i invertir el tub 2-3 vegades. Incubar la mostra a -20ºC durant la 

nit per tal de precipitar l’ARN. 

8. Al dia següent, centrifugar a 12.000g durant 10 minuts. 

9. Descartar el sobrenedant i afegir 1mL d’etanol 75%. Fer vòrtex per desenganxar el pellet del 

fons del tub i rentar-lo amb etanol 75%. 

10. Centrifugar a 7.500g durant 5 minuts. Eliminar tot el sobrenedant i deixar assecar el pellet a 

temperatura ambient. 

11. Resuspendre l’ARN en H2O MQ i incubar durant 10 minuts a 60ºC. 

12. Quantificar la concentració d’ARN amb Nanodrop model ND-1000 (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, USA). 
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3. Extracció de microRNAs totals en plasma i continguts en exosomes 

El miRNA total lliure en mostres de plasma i contingut dins d’exosomes en pacients amb CC i controls 

s’ha extret amb el kit “miRNeasy Mini Kit” (Ref. 217004, Qiagen), generalment seguint el protocol del 

fabricant, tot i que s’inclouen algunes modificacions: 

 
1. Partir de 250μL de plasma o del pellet total d’exosomes.  

2. Centrifugar a 3000g durant 5 minuts a 4ºC. 

3. Descartar el sobrenedant i recollir el pellet en un nou tub eppendorf de 1.5mL. 

4. Afegir 750μL de la màster de QIAzol en cada mostra. La màster està calculada en excés, però 

per mostra cal barrejar 800μL de QIAzol i 1.25μl de MS2 RNA, vòrtex contundent.  

5. Incubar 5 minuts a temperatura ambient. 

6. Afegir 200μL de cloroform i fer vòrtex. 

7. Incubar 2 minuts a temperatura ambient. 

8. Centrifugar a 12000g durant 15 minuts a 4ºC. 

9. Recollir la fase aquosa, en la part superior, transferir en un nou tub eppendorf de 2 mL. 

10. Afegir 1.5 volums d’etanol 100%. 

11. Passar 750μL de la mostra per la columna proporcionada pel fabricant. 

12. Centrifugar a 13000g durant 30 segons a temperatura ambient. Descartar el filtrat. 

13. Repetir 11-12 fins a esgotar la mostra. 

14. Rentat amb 700μL del buffer RWT. 

15. Centrifugar a 13000g durant 1 minut a temperatura ambient. Descartar el filtrat. 

16. Rentar amb 500μL del buffer RPE. 

17. Centrifugar a 13000g durant 1 minut a temperatura ambient. Descartar el filtrat. 

18. 2x (Repetir 16-17 fins a esgotar la mostra). 

19. Centrifugar la columna buida amb un tub col·lector nou a 13000g durant 2 minuts a 

temperatura ambient. 

20. Deixar les columnes obertes 1 minut per evaporar les restes d’alcohol. 

21. Passar les columnes a un nou tub eppendorf  de 1.5mL RNase-free. 

22. Afegir 50μL d’H2O DNAse/RNAse free. 

23. Incubar 1 minut a temperatura ambient. 

24. Centrifugar a 13000g durant 1 minut a temperatura ambient. 

 

Finalment, la concentració d’ARN resultant es quantifica amb l’espectofotòmetre NanoDrop ND-1000 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) i l’ARN es guarda a -80ºC fins a ser analitzat. 
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4. Estudi de microRNAs diferencialment expressats en plasma i associats a 

la recaiguda 

4.1 Elaboració d’un perfil de miRNAs mitjançant microfluidiques 

L’estudi de 754 miRNA humans diferents es va realitzar utilitzant TaqMan Array Human microRNA 

Set Cards v3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) en una sèrie pilot de 15 mostres de plasma 

procedent de la vena mesentèrica (VM) i 3 mostres de plasma procedent d’una vena perifèrica (PV).  

Les reaccions de retrotranscripció (RT) amb volum final de 4.5μL, contenen: 0.80μL de buffer RT 10X 

(Applied Biosystems), 0.2μL de dNTPs (100μM), 1.5μL transcriptasa inversa multiscribe (50U/μL), 0.10 

μL d'inhibidor de RNasa (20U/μL), 0.80μL de primers Megaplex RT (10X), 0.90μL de MgCl2 (25U/μL) i 

70μg d’ARN total. Les reaccions de RT s’incubaren en un termociclador 2720 (Applied Biosystems) 

durant 2 minuts a 16°C i 1 minut a 42°C durant 40 cicles, 1 segon a 50°C i 5 minuts a 85°C, i després 

es mantingueren a 4°C.  

A continuació, es preamplificaren 2.5μL de cada producte de RT per augmentar la quantitat de cADN 

desitjat. Les reaccions de preamplificació s’incubaren en un termociclador 2720 (Applied Biosystems) 

durant 10 minuts a 95°C, 2 minuts a 55°C i 2 minuts a 72°C; a continuació, 15 segons a 95°C i 4 minuts 

a 60°C durant 12 cicles, 10 minuts a 99.9°C i, finalment, es mantingueren a 4°C. El producte de 

preamplificació es va diluir amb 75μL de buffer de 0,1X TE (pH 8.0).  

Finalment, es vàren dur a terme les reaccions quantitatives a temps real de PCR en una ABI7500 HT 

Sequence Detection System (Applied Biosystems). Les reaccions contenen 9μL del producte 

preamplificat diluït, 450μL de TaqMan Universal Master Mix de PCR, No AmpErase UNG 2X (Applied 

Biosystems) i 441μL d’H2O MQ. La barreja es va pipetejar en cartes de microfluïdiques TaqMan 

Human miRNA Array A i B. 

4.2 Filtratge i normalització de les dades 

Els miRNAs no expressats en totes les mostres de MV o expressats amb un valor poc creïble (Ct>37) 

s’exlogueren de l’anàlisis, donant lloc a un grup de treball de 249 miRNAs. L’expressió relativa 

d’aquests miRNAs es va calcular utilitzant el mètode de 2 −∆∆Ct. El control endogen utilitzat per a la 

normalització de les dades és el miR-484 (Ref. 001821, Applied Biosystems), ja que és el que presenta 

una expressió més estable en totes les mostres analitzades. 

4.3 Identificació de microRNAs associats a recaiguda 

L’associació entre els nivells d’expressió dels 249 miRNAs candidats i el temps a la recaiguda es va 

dur a terme amb l’eina de comparació de classes de BRB Array tools. Per detectar els miRNAs 

diferencialment expressats en els pacients recaiguts en comparació als no recaiguts es va utilitzar el 

test T-Student. 
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4.4 Validació dels microRNAs identificats en plasma 

Els miRNAs associats a la recaiguda s’evaluaren tenint en compte el temps a la reiguda en la sèrie 

completa de 50 pacients mitjançant els assajos individuals TaqMan microRNA (Applied Biosystems) 

en una ABI7500 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). Tots els assajos utilitzats són 

de la casa comercial Applied Biosystems i són els següents: let-7g (Ref. 002282), miR-15b (Ref. 

000390), miR-18b (Ref. 002217), miR-26a (Ref. 000405), miR-106b (Ref. 000442), miR-126 (Ref. 

002228), miR-142-3p (Ref. 000464), miR-155 (Ref. 002623), miR-328 (Ref. 000543), miR-410 (Ref. 

001274), miR-449 (Ref. 001030), miR-548c-5p (Ref. 002429) i miR-744 (Ref. 002324). 

 

5. Aïllament i caracterització d’exosomes circulants en plasma  

L’aïllament dels exosomes de mostres de plasma de pacients amb CC s’inicia amb 250mL de plasma, 

seguint el procediment de centrifugacions seqüencials i ultracentrifugació (Sorvall MX Plus Micro-

Ultracentrifuge amb el rotor S140AT,  Thermo Scientific; i tubs de policarbonat, Ref. 355630, 

Beckman Coulter), procediment esquematitzat en la figura 1. Breument, es realitzen 3 

centrifugacions a 4ºC a 300g durant 5 minuts, 2.500g durant 20 minuts, 10.000g durant 30 minuts, 

seguit de dues ultracentrifugacions, una a 100.000g durant 2 hores i l’altre a 100.000g durant 1 hora. 

En cada pas, es descarta el sobrenedant i s’afegeix 1mL de DPBS. Finalment, es resuspen el pellet 

d’exosomes en 750L de la màster de QIAzol, en 40L de tampó de càrrega de Western blot o en 

100L de DPBS per a la seva caracterització per Cryo-TEM. 

 

Figura 1. Esquema del protocol d’aïllament d’exosomes. 



Annexes 

 
 

216 

La caracterització dels exosomes aïllats es realitzà mitjançant dues tècniques: Crio microscòpia 

electrònica de transmissió i quantificació del marcador exosomal Tsg101 per western blot. 

5.1 Crio Microscopia electrònica de transmissió (Cryo-TEM)  

Els exosomes resuspesos en 100mL de DPBS s’analitzaren morfològicament en un microscopi de 

transmissió electrònica Jeol JEM 2011 amb una potència de voltatge d’acceleració de 200kv al servei 

de microscòpia de la Universitat Autònoma de Barcelona. En primer lloc, es vitrificaren 3L de 

mostra en una reixeta TEM Quantifoil 1.2/1.3. Cada mostra es va preparar en forma d’una làmina 

fina i va ser summergida ràpidament en età líquid a la crioestació Leica EM CPC. Les reixetes es vàren 

transferir a un criosoport 626 Gatan i es mantingueren a -179ºC durant la captació d’imatges. Les 

micrografies s’obtingueren amb una càmera Gatan Ultrascan cooled CCD sotmesa a una baixa dosis 

d’electrons per a minimitzar la radiació emesa pels electrons. 

5.2 Quantificació de Tsg101 exosomal per western blot 

Per realitzar el Western blot d’exosomes, es carrega tot el pellet d’exosomes resuspès en 40L de 

tampó de càrrega, prèviament desnaturalitzat a 97ºC durant 10 minuts. Es realitza el protocol 

d’electroforèsis, transferència, bloqueig, incubació i revel·lat explicat a continuació en l’apartat 3.11. 

L’anticòs primari utilitzat és anti-Tsg101 (ab83) a una dilució 1:500. 

 

6. Quantificació de microRNAs lliures en plasma i continguts en exosomes 

Per la quantificació de miRNAs, es parteixen de 10ng d’ARN total per a la reacció de retrotranscripció 

(RT-PCR) amb els primers específics per cada miRNA mitjançant el TaqMan miRNA Reverse 

Transcription Kit (Life technologies). Les reaccions de RT contenen 10ng d’ARN, 0.075μL de dNTPs, 

0.075μL de buffer, 1.5μL d’assaig comecial RT miRNA Taqman i 0.5μL de transcriptasa inversa 

MultiScribe; en un volum final de 7.5μL. Cada reacció s’incuba en un termociclador amb les 

condicions següents: 16ºC durant 30 minuts, 42ºC durant 30 minuts i 85ºC durant 5 minuts. 

El cADN obtingut per cada miRNA, s’utilitza per realitzar una PCR quantitativa a temps real en una 

ABI7500 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). Cada reacció té un volum final de 

10μL, dels quals 0.7μL correspon al producte de RT-PCR obtingut, 5μL a la Taqman Universal PCR 

Master Mix (2X) i 1μL a l’assaig comercial TM miRNA Taqman. Les reaccions s’incuben en plaques de 

96 pouets òptics a 50ºC durant 2 minuts, 40 cicles de [95ºC durant 10 minuts i 95ºC durant 15 

segons] i, finalment, 60ºC durant 1 minut. Els valors de Ct del miRNA lliure miR-21 (Ref. 000397) es 

normalitzà amb miR-191 (Ref. 002299); i els miRNAs continguts en exosomes, let-7g (Ref. 002282), 

miR-15b (Ref. 000390), miR-155 (Ref. 002623) i miR-328 (Ref. 000543), es normalitzaren amb el 

control endògen miR-484 (Ref. 001821) i la quantificació relativa es realitzà amb el mètode de 2 −∆∆Ct. 
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7. Estudi in vitro amb les línies cel·lulars SW480 i LOVO 

Els experiments in vitro s’han realitzat amb les línies cel·lulars de CCR: SW480 (ATCC® CCL-228™) i 

LOVO (ATCC® CCL-229™). 

La línia cel·lular SW480 correspon a  un CCR del tipus adenocarcinoma i s’inicià a partir d’un pacient 

masculí de raça caucassica de 50 anys amb un diagnòstic histològicament validat d’adenocarcinoma 

de colon. Com a característiques principals, aquesta línia cel·lular és positiva per l’expressió de C-

MYC, RAS, FOS, TP53 i SIS i negativa per l’expressió de ABL, ROS i SRC.  

La línia cel·lular LOVO, correspon a  un CCR del tipus adenocarcinoma i s’inicià a partir d’un pacient 

masculí de raça caucassica de 56 anys amb un diagnòstic histològicament validat d’adenocarcinoma 

de colon. Com a característiques principals, aquesta línia cel·lular és positiva per l’expressió de C-

MYC, RAS, FOS i TP53 i negativa per l’expressió de SIS, ABL, ROS i SRC.  

Ambdues línies cel·lulars s’han cultivat en RPMI 1640 amb sèrum boví fetal al 10% i antibiòtic 

(penicilina i estreptomicina) (Life tecnologies) i mantingudes en l’incubador en condicions de 37ºC, 

5% CO2 i 95% d’humitat.  

 

8. Estudi de la regulació de miR-328 sobre SLC2A1/GLUT1 

8.1 Estudi in silico 

Per estudiar els gens diana del miR-328, es seleccionaren diferents gens en funció del seu potencial in 

silico, és a dir, la probabilitat generada mitjançant algoritmes basats en diferents scores capaços de 

predir la complementarietat del miRNA amb el seu mARN diana i les referències bibliogràfiques que 

recolzen aquesta interacció. Per tal finalitat s’utilitzen bases de dades DIANA-TarBase v7.0 

(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index) i microRNA.org 

(http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do). En ambdues bases de dades es tingueren en 

compte que el mARN diana tingués score d’unió alt, la consevació entre espècies i les evidències 

bibliogràfiques. 

8.2 Assaig RFP - Luciferasa 

Per validar el gen seleccionat, SLC2A1, s’utilitza l’assaig del plàsmid reporter RFP-Luciferasa. 

Per tal d’estudiar si el miR-328 podria estar regulant la 3’UTR de SLC2A1 es transfecten les cèl·lules 

SW480 i LOVO amb el plàsmid pMirTarget (Ref. NM_006516, Origene) que conté la regió 3’UTR del 

mARN de SLC2A1 just desprès del codó STOP de la seqüència que codifica per la proteïna Firefly 

luciferasa, la qual està controlada per un promotor constitutivament actiu, SV40Prom. D’altra banda, 

http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index
http://www.microrna.org/microrna/getMirnaForm.do
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en una altre regió, es localitza una altre proteïna bioluminiscent, la Red Fluorescent Protein (RFP), 

sota l’expressió d’un altre promotor constitutivament actiu, CMV Prom. Al cotransfectar el Pre-miR-

328 amb el plàsmid a les cèl·lules de CCR si hi ha diferència en el ratio d’activitat de la Firefly 

luciferasa/RFP, es podrà inferir que SLC2A1 és diana de miR-328 (Figura 2). 

 

Figura 2. Plàsmid pMirTarget utilitzat. 

L’activitat de la RFP i la Firefly luciferasa es mira 48 hores desprès de la transfecció amb les cèl·lules 

SW480 i LOVO amb 50ng del plàsmid pMirTarget modificat amb la 3’UTR de SLC2A1 i 100nM del pre-

miRNA seleccionat. Les referències dels pre-miRNAs són els següents: pre-miR-328 (Ref. PM10034 - 

AM17100, Life tecnologies) i pre-miR-negative control#1 (Ref. AM17110, Life tecnologies). 

Per la lectura del luminòmetre s’utilitza el kit Promega Dual Luciferase Reporter Assay System 

(Promega) seguint les instruccions del fabricant: 

1. Obtenir un pellet de cèl·lules transfectades a les 48h, prèvia tripsinització i centrifugació a 

2500g durant 5 minuts. 

2. Rentat del pellet amb DPBS i centrifugar a 2500g durant 5 minuts. 

3. Afegir 100μL de buffer PLB a cada pellet, incubar 30 minuts realitzant vòrtex periòdics cada 5 

minuts. 

4. Preparar els reactius Luciferase Assay Reagent II (LARII) i StopGlo: 

a. LARII és una pastilla que s’ha de dissoldre en el líquid que proporciona el kit. 

b. Per 10mL de buffer StopGlo, es necessiten 0.2mL de StopGlo substrate. 

c. El volum necessari per emplenar la màquina és de 900μL + 100μL per pouet + 100μL 

per blanc. 
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5. Carregar els reactius a la màquina. De cada mostra de pellet de cèl·lules resuspès en 100μL 

de buffer PLB, se n’agafen [30μL i es col·loquen en un pouet d’una placa de 96 pouets de 

fons blanc (Ref. 3917, Costar)] x 3 rèpliques. 

6. Llegir amb el programa “Simplicity” i la opció “Promega DLR_Dual measurement” en el 

luminòmetre Orion II (Berthold). 

En el cas d’obtenir un resultat significatiu, l’assaig es valida per WB.  

 

9. Extracció i quantificació de proteïna 

Per l’extracció de la proteïna total de les cèl·lules, s’utilitza el Buffer de lisis de cèl·lules (CLB) (Ref. 

9803, Cell Signaling) suplementat amb 10% PMSF 0.1M. El protocol a seguir el següent: 

1. Rentar la placa amb les cèl·lules d’estudi amb 2mL de PBS. 

2. Afegir 2mL de Tripsina per desenganxar les cèl·lules i incubar durant 4 minuts a 37ºC. 

3. Afegir 4mL de medi amb FBS per neutralitzar l’efecte de la Tripsina i resuspendre les cèl·lules 

arrancades de la base de la placa de cultiu. 

4. Transferir les cèl·lules a un tub falcon de 15mL i centrifugar a 2.500g durant 5 minuts. 

5. Retirar el sobrenedant i resuspendre el pellet de cèl·lules en 1mL de PBS. Transferir a un 

eppendorf i tornar a centrifugar a 2.500g durant 5 minuts. 

6. Retirar completament el sobrenedant i dipositar l’eppendorf que conté el pellet de cèl·lules 

en gel. 

7. Preparar la solució mare de CLB (per 10mL): 200 μl Tris-HCl pH 7.5, 300 μl NaCl 5M (al final 

ha d’estar a 150 mM), 100 μl de Tritó i afegir H2O MiliQ fins a 10 mL. Fer una alíquota al 

moment, tenint en compte que per cada 100 μl de CLB cal afegir 2 μl de cocktail inhibidor de 

proteases 50x i 1 μl d’ortovanadat de sodi 100x (inhibidor fosfatases). 

8. Afegir 50-100μl (depenent número cèl·lules) de la barreja CLB+inhibidors a les cèl·lules i 

resuspendre vigorosament. 

9. Deixar la mostra en gel de 30-60 minuts, fer vòrtex cada 5 minuts. 

10. Centrifugar a 14.000 rpm durant 15 minuts a 4ºC. 

11. Recollir el sobrenedant que conté les proteïnes. 

 

Per la quantificació de proteïna es realitza un assaig de quantificació colorimètrica de proteïna 

Bradford. Per això, cal realitzar una recta estàndard amb diferents concentracions conegudes de BSA 

(Ref. 23209, Pierce) a partir de la dilució de 1mg/mL. 
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1. Realitzar les dilucions de la proteïna per quantificar en una placa de 96 pouets. Afegir 199.5μl 

d’H2O MQ i 0.5μl de mostra, realitzant duplicats per mostra. Alhora, es realitza una recta 

partó amb BSA 1M: 

Concentració 

BSA 
BSA 1M (μL) H2O (μL) 

0 0 200 

1 0.25 199.75 

2.5 0.625 199.375 

5 1.25 198.75 

7.5 1.875 198.125 

10 2.5 197.5 

15 3.75 196.25 

20 5 195 

Mostra *2 0.5 mostra 199.5 

Blanc 0.5 BL 199.5 

 

2. Afegir 50 μl del reactiu Bradford (Ref. Bradford 1X Dye Reagent #5000205, BioRad) a cada 

pou, resuspenent amb la pipeta per evitar la sedimentació del reactiu. Aquest pas cal 

realitar-lo ràpidament per evitar la variabilitat de resultats degut a l’usuari. 

3. Incubar 30 minuts en foscor i a temperatura ambient. 

4. Llegir amb l’absorbància a 595nm amb l’espectrofotòmetre (VERSAmax microplate Reader, 

Molecular Devices). 

5. Extrapolar la concentració de proteïna de les mostres a partir de la recta patró. 
 

10. Western blot d’exosomes circulants en plasma i de línies cel·lulars 

Per detectar les proteïnes mitjançant anticossos es realitzarà la tècnica de western blot. El 

procediment és el següent: 

1. Carregar 50μg de proteïna total o el pellet aïllat d’exosomes, prèviament desnaturalitzats a 

70ºC o a 97ºC, respectivament, durant 10 minuts en gels NuPAGE del 4-12% (Ref. NW 

04120BOX, Invitrogen). 

a. Per les proteïnes extretes de cèl·lules, es calcula la concentració necessària per 50μg 

de proteïna total per a obtenir un volum final de 40μL de tampó de càrrega format per 

10μL de NuPAGE LDS Sample Buffer (4X) (Ref. B0007 Life Technologies), 4μL de 10X 

Bolt Sample Reducing Agent (Ref. B0009 Life Technologies) i H2O fins a 40μL. 

b. Pels exosomes, resuspendre tot el pellet en 40μL de tampó de càrrega format per 10μL 

de NuPAGE LDS Sample Buffer (4X) (Ref. B0007 Life Technologies), 4μL de 10X Bolt 

Sample Reducing Agent (Ref. B0009 Life Technologies) i 26μL d’H2O. 
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c. Pel marcador de pes molecular (KDa), es carreguen 7μL (Ref. LC5925, Life 

Technologies) 

2. Realitzar l’electroforesis durant 45-90 minuts, a 80V i uns 100mAmpamb el Novex Bolt Mini 

gel Tank amb el buffer d’electroforesis MES SDS Running Buffer 20X (Ref. B0002, Life 

Technologies). 

3. La transferència dels gels es realitza amb membrana de PVDF (Ref. IB24002, Life 

Technologies) pels exosomes, o de nitrocel·lulosa (Ref. IB23002, Life Technologies) per les 

proteïnes cel·lulars. S’utilitza la màquina iBlot2 (Life Technologies) i el programa 0 que 

correspon a 20V durant 1 minut, 23V durant 4 minuts i 25V durant 2 minuts.  

4. Abans del bloqueig, la membrana es tenyeix amb Ponceau (Ref. P7170, Sigma-Aldrich) durant 

5 minuts i el gel amb Bio-SafeTM Coomassie Stain (Ref. 1610786, BIO-RAD) per comprovar 

l’eficiència de la transferència. Fer 3 rentats de 5 minuts amb H2O MiliQ en la membrana i 

descartar el gel. 

5. El bloqueig de la membrana es realitza durant 1h en agitació i a temperatura ambient. La 

solució de bloqueig conté 15mL TBS-T al 0.05% i 0.75g de llet desnatada en pols. 

a. La solució de TBS-T al 0.05% s’obté a partir de TBS (Ref. Tris Buffered Saline 10X, 

BP2471-1, Fisher Scientific) diluït 1:10 per a obtenir 1L de TBS 1X, i a continuació 

s’afegeixen 500μL de Tween20 (Ref. P7949, Sigma-Aldrich). 

6. Fer 3 rentats de 10 minuts amb TBS-T al 0.05%. 

7. Incubar la membrana en rotació a 4ºC fins al dia següent amb els anticossos primaris 

corresponents. Aquesta solució d’anticòs conté 5mL de la solució de bloqueig i 10μL 

d’anticòs primari TSG101 (dilució 1:500) (Ref. ab83, Abcam), ECM1 (dilució 1:500)  (Ref. sc-

365335, Santa Cruz Biotechnology) o GLUT-1 (dilució 1:1000)  (Ref. 21829-1 AP, Proteintech). 

L’anticòs anti-tubulina s’incuba 1 hora a temperatura ambient, en 15mL de TBS-T 0.05% i 

7.5μL d’anticòs. 

8. Al dia següent, fer 3 rentats de 10 minuts amb TBS-T al 0.05%, per eliminar les restres 

d’anticòs primari que no s’haguin adherit a la proteïna. 

9. Incubar la membrana amb els anticossos secundaris anti-ratolí (Ref. A9044, Sigma-Aldrich) o 

anti-conill (Ref. sc-2004, Santa cruz Biotechnology) en 15mL de TBS-T al 0.05%. 

10. Fer 3 rentats, els 2 primers amb TBS-T al 0.05% i l’últim amb TBS. 

11. Revelar la senyal amb el Novex ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Ref. WP20005, 

Invitrogen)  a una proporció 1:1 i obtenir la imatge amb el sistema Chemidoc (BioRad). 

12. La intensitat de les bandes es quantifica amb el programa Quantity One versió 4.2.6. 
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11. Estudi proteòmic dels exosomes 

Les proteïnes aïllades d’exosomes es sol·lubilitzaren en buffer SDS (0.5% SDS, 50 mM Tris HCL, 5 mM 

DTT), es desnaturalitzaren a 65ºC durant 60 minuts, s’alcalinitzaren amb 55 mM de iodoacetamida i, 

finalment, es digeriren en tripsina. A continuació, cada mostra es va marcar amb un reactiu TMT 

codificat de forma específica. La mostra de referència es va crear mitjançant la combinació 

d’aliquotes de cadascuna de les sis mostres que es sotmeteren a l’anàlisi proteòmic. 

Les mostres marcades es combinaren en un únic tub, es barrejaren i es fraccionaren en 10 trossos 

mitjaçant un fort intercanvi catiònic. Cadascuna de les graccions es separà per HPLC i s’analitzà en un 

espectròmetre de masses LTQ VELOS Orbitrap (Thermo Fisher).    

 

12. Anàlisis dels nivells d’ARNm  

Per la quantificació del mARN, es parteix de 500ng de ARN total en 10μL per a realitzar la reacció de 

retrotranscripció (RT-PCR) amb el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies). 

Les reaccions de RT contenen 500ng d’ARN, 0.8μL de 25X dNTPs, 2μL de RT buffer 10X, 2μL de 10X 

Random Primers, 1μL d’inhibidor de RNAsa, 1μL de transcriptasa inversa MultiScribe i 3.2L d’H2O; 

en un volum final de 20μL. Cada reacció s’incuba en un termociclador amb les condicions següents: 

25ºC durant 10 minuts, 37ºC durant 2 hores i 85ºC durant 5 minuts. 

El cADN obtingut per cada mARN, s’utilitza per realitzar una PCR quantitativa a temps real en una 

ABI7500 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). Cada reacció té un volum final de 

10μL, dels quals 1μL correspon al producte de RT-PCR obtingut, 5μL a la Taqman Universal PCR 

Master Mix (2X) i 0.5μL a la sonda comercial TaqMan® Gene Expression Assays i 3.5L d’H2O. Les 

reaccions s’incuben en plaques de 96 pouets òptics a 50ºC durant 2 minuts, 40 cicles de [95ºC durant 

10 minuts i 95ºC durant 15 segons] i, finalment, 60ºC durant 1 minut. Els valors de Ct dels mARN, 

ECM1 (Ref. Hs00189435_m1), es normalitzaren amb el control endògen CDKN1 (Ref. 

Hs00153277_m1) i la quantificació relativa es realitzà amb el mètode de 2 −∆∆Ct. 

 

13. Anàlisis estadístic 

Les comparacions entre dos o més grups es realitzaren mitjançant la prova t-Student o ANOVA i el 

programa GraphPad. Es va utilitzar el programa R 2.6.0 Software (Vienna, AU) amb el paquet MaxStat 

per trobar el punt òptim de tall que permet separar els pacients en funció dels nivells d’expressió 

dels miRNAs estudiats i així poder determinar el pronòstic. El temps a la recaiguda (TTR) es va 
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calcular des de la data de cirurgia a la data de recaiguda o última visita. La Supervivència lliure de 

malaltia (DFS) es va calcular des de la data de cirurgia a la data de recaiguda, mort o última visita. 

L’anàlisi univariat de TTR o DFS d’acord amb els nivells d’expressió de miRNAs es va fer amb el 

mètode Kaplan-Meier i s’establiren comparacions mitjançant el test log-rang. Només les covariables 

associades de forma significativa amb la supervivència en l’anàlisi univariat (P valor amb dues cues < 

0.05) es varen incloure a l’anàlisi multivariat de regressió de Cox. Els resultats es reporten com a 

Hazard ratios (HR) amb uns intervals de confiança (CI) del 95%. 

Tots els anàlisis estadístics es varen dur a terme amb SPSS 22 (SPSS Inc, Chicago, IL), R, BRB Array 

Tools versió 3.5.0 software (Richard Simon & BRB-ArrayTools Development Team, 

http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html, National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA) i TIGR 

Multiexperiment viewer versió 4.0 software (Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA). La 

significancia estadística es va considerar a P < 0.05. 

 

14. Anàlisis de l’estat mutacional de KRAS 

Per estudiar l’estat mutacional de KRAS es realitza una PCR i seqüenciació del producte de l’exó 2 per 

estudiar l’estat mutacional dels codons 12 i 13. La seqüència dels encebadors per a cada PCR es 

mostra a continuació: 

Sonda Seqüència 

KRAS Forward TTA ACC TTA TGT GTG ACA TGT T 

KRAS Reverse AGA ATG GTC CTG CAC CAG TAA 

 

Per la realització de la PCR s’utilitza l’ADN polimerasa TaKaRa LA 125U (Ref. RR002A, Conda 

Pronadisa) amb les següents condicions: per cada reacció s’empren 4L de dNTPs, 2.5L de Buffer, 

2.5L de MgCl2, 0.25L de Taq polimerasa, 0.5L de primer Forward (10nM) i 0.5L de primer 

Reverse (10nM) en un volum final de 25L. Es parteix de 50ng d’ADN totals per mostra. 

Les condicions del termociclador (Flez cycler, Analytikjena) són les següents: 94ºC – 1 minut, [94ºC – 

30 segons, 60ºC – 1 minut, 72ºC – 1 minut] x 35 cicles, 72ºC – 10 minuts i es manté a 4ºC.  

Finalment, el producte de PCR s’envia a seqüenciar a l’empresa StabVida. 
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