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RESUMEN

El cancer colorrectal es un tipo de cadncer muy prevalente en el mundo. La cirugia junto
con la quimioterapia como adyuvante han resultado efectivas en fases de | a Ill. El uso de
quimioterapicos puede fracasar debido a fendmenos de quimiorresistencia. Uno de los
objetivos de este trabajo fue investigar la respuesta frente al farmaco quimioterapéutico
Oxaliplatino. Para ello se utilizé un panel de lineas celulares de cancer de colon y tumores de
pacientes con cancer colorrectal extirpados en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca, a partir de los cuales se realizaron cultivos primarios. Como resultado, dichas lineas
celulares y cultivos primarios se clasificaron en sensibles y resistentes. Al estudiar la
sefializacion del dafio en el ADN, se descubrié que Chkl y Chk2, proteinas control de dicha
sefializacion, conseguian activarse por una via distinta de ATR y ATM, respectivamente. Una de
las posibles quinasas activadora de Chkl podria ser VRK1 y ademas, la proteina Rad51,
implicada en la reparacién del dafio, se activaria en ausencia de la proteina ATR. En el andlisis
de mutaciones no se pudo demostrar una asociacién entre la presencia de mutaciones en
KRAS, BRAF y PIK3CA vy la respuesta a Oxaliplatino. La mutacion p.R273H en el gen TP53 podria
impedir la correcta reparacién del dafio en el ADN causado por Oxaliplatino, a diferencia de la

mutacion p.S241F.

Otro de los objetivos planteados fue la realizacién de un andlisis diferencial del
proteoma de las lineas celulares sensibles y resistentes a Oxaliplatino por 2D-DIGE vy
comprobar su capacidad de migracién e invasividad. Se encontré que la proteina Anexina A2
estaba sobreexpresada en aquellas células con una mayor capacidad invasiva y migratoria y
esta proteina se encontraba localizada en la superficie celular. Curiosamente, también se
encontrd una tincion membranosa en los nidos tumorales que invaden la [dmina muscular en
cortes histoldgicos de pacientes y una asociacion significativa entre el nimero de células
tefiidas con Anexina A2 en la membrana celular y la presencia de tumor budding. Ademas, se
asocié significativamente la presencia de metastasis en los ganglios linfaticos cercanos con el
numero de células con tincidén positiva con Anexina A2 en la membrana celular. Sin embargo,
no se encontro relacién alguna entre la expresion de Anexina A2 y la capacidad de respuesta a

Oxaliplatino.

Con estos resultados se ha conseguido encontrar biomarcadores de quimiorresistencia

e invasividad que podrian ser utilizados en la terapia individualizada del cancer colorrectal.
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1. CANCER COLORRECTAL

Neoplasia es el término utilizado para nombrar a una masa de tejido anormal
constituida por células que crecen y se multiplican a un ritmo mas acelerado del normal. El
cancer colorrectal (CCR) se define como cualquier tipo de neoplasia que afecte al colon, recto
y/o apéndice. Se inicia con en el crecimiento descontrolado de las células de la capa mucosa (la
capa mas interna) en regiones intestinales del colon y recto. Estas células destruyen el tejido in
situ y pueden llegar a destruir e invadir tejidos adyacentes, o cualquier parte del organismo si

pasan al torrente sanguineo o linfatico y derivar en un cancer colorrectal metastdsico (CCRm).

El colon esta organizado en compartimentos celulares que componen las denominadas
criptas coldnicas. Es ampliamente conocido que a partir de las células madre localizadas en la
base de las criptas es donde se desarrollan las lesiones adenomatosas (1). La progenie de las
células madre migra por las criptas y se divide hasta que alcanza la porcién media de las
mismas. En ese instante, las células dejan de dividirse y empiezan a diferenciarse en células
epiteliales maduras. Cuando las células diferenciadas alcanzan la superficie externa de la
cripta, sufren un proceso de muerte por apoptosis y son eliminadas por células estromales o se
desprenden hacia el lumen de la cripta. Este camino desde la base de la cripta hasta su apice
dura en torno a 3-6 dias (2). Normalmente, la tasa de origen de células epiteliales coldnicas

iguala a la tasa de pérdida, pero si esta tasa se incrementa se origina un proceso neoplasico.

Los tumores de colon atraviesan por diferentes fases clinicas e histopatoldgicas, que
van desde la formacion de las criptas displasicas hasta la de tumores benignos, y carcinomas.
Esta progresion es el resultado de una serie de cambios genéticos que implica la inactivacion

de genes supresores de tumores y la activacion de oncogenes (3).
1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer colorrectal (CCR) constituye un importante problema de salud publica en el
mundo occidental, debido a su elevada incidencia y mortalidad (4). A nivel global, supone
aproximadamente 1.000.000 de nuevos casos anuales, de los cuales 550.000 son hombres y
450.000 mujeres. De los nuevos casos diagnosticados, este tipo de cancer provoca 600.000
muertes al afio siendo el tercer cancer con mayor mortalidad en el mundo (5). Ademas el CCR
representa el 9,7% de todos los tumores, observandose grandes diferencias entre los paises en

funcién de su desarrollo (6).
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En cuanto a la incidencia en Europa, se encuentra entre los cinco tipos de cancer mas
comunes, siendo el tercero en hombres, tras los tumores de pulmdn y prdstata, y el segundo
en mujeres, tras el cdncer de mama, con un total de 447.000 nuevos casos anuales. Respecto a
la mortalidad, provoca 215.000 muertes al afio, situdndose el segundo en hombres y mujeres,

con 113.000 y 102.000 muertes respectivamente (7).

Centrandonos en Espafia, el CCR constituye la segunda neoplasia mas comudn y su
incidencia tiene una trayectoria al alza, ya que en 2002 los nuevos casos al afo rondaban los
21.000, mientras que la ultima valoracion de 2012 se estimaron 32.240 nuevos casos anuales
(8). Siguiendo con datos del afio 2012, se estimaron 66 y 35 casos por cada 100.000 habitantes
en hombres y mujeres respectivamente; mientras que la mortalidad desciende a 14.700
muertes anuales, 27 y 13 defunciones en hombres y mujeres respectivamente por cada

100.000 individuos (7).

Hoy en dia, en Espafa se estd llevando a cabo un programa de cribado de la poblacion
entre 50 y 69 afos en nueve comunidades auténomas mediante el uso de técnicas
diagndsticas sencillas y no invasivas. Este sistema pretende detectar individuos sin sintomas
con lesiones precancerosas, denominadas pélipos o adenocarcinomas en una fase inicial de la
progresion del tumor (9), y conseguir asi disminuir la incidencia y mortalidad por CCR. Este
cribado se pretende ampliar, marcandose un objetivo de cobertura para el afio 2015 del 50%
de la poblacién. Con este tipo de proyectos se pretende informar a la poblacidn sobre la
importancia del CCR en Espafia, asi como desarrollar programas de prevencion y diagndstico

precoz para conseguir una disminucién de la mortalidad (10).

1.2 ETIOLOGIA

Se estima que aproximadamente entre un 20 y un 40% de los casos de CCR tienen una
base genética (hereditaria o agrupacion familiar) (11) y aproximadamente el 5% de los casos se
asocian a mutaciones hereditarias bien caracterizadas. El resto se consideran casos

esporadicos de CCR. Basado en este conocimiento, se realiza la siguiente clasificacidn:

1.2.1 ESPORADICO

El término esporadico se utiliza para diferenciar los cdnceres que ocurren en personas
que no portan una determinada mutacidon que les confiera susceptibilidad a desarrollar este
tumor, y se considera que abarcan entre un 60 y un 80% de los casos de CCR. Se estima que en

torno a un 6% de la poblacidn de paises occidentales desarrollara CCR a lo largo de la vida. Los
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factores de riesgo para la aparicién de tumores esporadicos son de tipo ambiental y se deben

principalmente al estilo de vida del individuo o a enfermedades previas (12).

1.2.2 HEDERITARIO

1.2.2.1 Sindrome de Lynch

El cancer colorrectal hereditario no polipdsico (CCHNP) o sindrome de Lynch es una
enfermedad autosdmica dominante causada por mutaciones germinales en un gen de
reparacion de bases desapareadas del ADN (Mismatch Repair, MMR); MLH1 (cromosoma
3p21.3), MSH2 (cromosoma 2p22-21), MSH6 (cromosoma 2p16) y PMS2 (cromosoma 7p22.2).

Es la forma mas frecuente de CCR hereditario, apareciendo en el 3% de los casos
diagnosticados de CCR. El problema que presenta es la alta heterogeneidad genética, haciendo
dificil una identificacién clara del individuo enfermo, basada en criterios clinicos y moleculares
(11,13-15). Para la deteccién de la enfermedad se suelen realizar pruebas de inestabilidad de
microsatélites (ya que el 90% de estos individuos presentan este fenotipo) y tincion

inmunohistoquimica de las cuatro proteinas de reparacion implicadas.

Las principales caracteristicas del sindrome de Lynch son el desarrollo de CCR a una
edad temprana (alrededor de los 45 afios), una aparicion de enfermedad en el colon derecho
en mas del 70% de los casos y un riesgo elevado de padecer neoplasias extracoldnicas, en
zonas como endometrio, ovario, tracto urinario, intestino delgado, cerebro, higado y vesicula

biliar (14).
1.2.2.2 Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

La PAF es una enfermedad autosémica dominante que se caracteriza por el desarrollo
de cientos de miles de adenomas en el colon y recto durante la segunda década de la vida (16).
Casi todos los pacientes desarrollardn CCR si no se identifican y se tratan en una etapa
temprana, llegando a un riesgo de padecer la enfermedad del 100% a los 40 afios de edad. Aun

con esto, su incidencia es de menos del 1% de los casos diagnosticados de CCR.

Una variante de esta enfermedad es la poliposis adenomatosa familiar atenuada
(PAFA), una forma menos agresiva que se caracteriza por un menor numero de adenomas,
entre 10 y 99, una edad de inicio de la enfermedad mas tardia y un menor riesgo de desarrollar

CCR (13,17).

41



IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DE QUIMIORRESISTENCIA E INVASIVIDAD
PARA LA MEJORA DEL TRATAMIENTO DEL CANCER COLORRECTAL

Ambas enfermedades, PAF y PAFA, son autosdmicas dominantes y surgen de
mutaciones en la linea germinal del gen de la poliposis adenomatosa coli (APC), ubicado en el
cromosoma 521922 (13,16—18). El gen APC es un gen supresor de tumores y la pérdida de su
funcidén en las células epiteliales del colon inicia la transformacion neopldsica. Concretamente,
APC actla a nivel de la via Wnt, formando parte de un complejo proteico implicado en la
degradacion de B-catenina. La via Wnt-B-catenina (también denominada via candnica) esta
implicada en procesos de divisién celular, desarrollo embrionario y morfogénesis. EIl complejo
proteico esta formado ademas, por la glucdgeno sintasa quinasa 3B (GSK-3B), que junto con la
caseina quinasa 1a median la fosforilacién de la B-catenina. En ausencia de proteinas de la via
Wnt y presencia de la proteina APC (sin mutaciones en el gen) (Figura 1A), las B-cateninas
citoplasmaticas son degradadas. La ausencia de B-catenina en el nucleo hace que los genes
diana de la via de sefializacién Wnt no se expresen. En presencia de Wnt, o ausencia de APC
(como ocurre en CCR) (figura 1B), los genes diana de B-catenina, entre los que se encuentran
c-Myc, c-Jun, CCND1, PPARD, FOSL1 o UTERIN, genes relacionados con el crecimiento y la
proliferacion celular (16,19), son activados.
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Figura 1. A. Via candnica Wnt-B-catenina. B. Activacidn de la via de sefializacion por la unién del ligando

WNT (20).

1.2.2.3 Poliposis Asociada a MYH (PAM)

La poliposis asociada a MYH es una enfermedad de herencia autosdmica recesiva,
debida a mutaciones bialélicas del gen MYH. Los pacientes con PAM poseen un fenotipo
coldnico similar al de la PAF atenuada, con edades comprendidas entre los 40 y los 60 afios
(17,21). La manifestacion mas comuin de este sindrome es la presencia de pdlipos

adenomatosos, aunque también se han citado casos de pdlipos serrados. Ademas, es conocido
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que el riesgo de padecer cancer de ovario, vejiga y piel en las edades medias de 51 a 61 afios

aumenta significativamente con este tipo de enfermedad (22).

El gen MYH esta localizado en el cromosoma 1p32.1 y codifica una proteina glicosilasa
que forma parte del mecanismo celular de reparacidon de escision de bases, actuando en la
defensa del dafio del ADN por oxidacién. El dafio oxidativo incorpora una 8-oxoguanina en
lugar de la guanina. MYH elimina los residuos de adenina incorporados en oposicion a la base
8-oxoguanina debido a una tendencia que presentan estas bases a un emparejamiento
erroneo. Si existe mutaciéon en MYH, la timidina se incorporard en oposicién a la adenina.
Consecuentemente, causard un exceso de mutaciones G:C>T:A en genes tales como APC y

KRAS (13,17,18,22).
1.2.2.4 Agregacioén familiar

El término agregacién familiar se utiliza en genética médica para referirse a las
enfermedades que aparecen en varios miembros de una familia, pero no se ha determinado la
existencia de mutaciones genéticas germinales. Puede ser producto de estilos de vida o

exposiciones ambientales compartidas por los miembros de dicha familia.

El CCR con agregacidn familiar constituye entre un 20 y un 40% de los casos de CCR.
Aparece en edades tardias en mas miembros de una familia de lo que corresponderia por azar.
En estudios poblacionales se ha podido comprobar que existe un riesgo dos o tres veces mayor

de sufrir cdncer cuando un familiar de primer grado lo ha padecido (23).
1.3 FACTORES DE RIESGO
1.3.1 Sexoyedad

Aunque la enfermedad pueda presentarse a cualquier edad, la probabilidad de
padecer CCR aumenta significativamente después de los 50 afios de edad. La edad tiene un
gran impacto en la incidencia, superior a cualquier otro factor demografico. La edad promedio

de diagndstico es de 70 afos y el 90% de los casos se presenta en personas de mas de 50 (24).

El CCR afecta tanto a hombres como a mujeres por igual hasta los 50 afos de edad,

pero a partir de esa edad la frecuencia en hombres es mayor que en mujeres (7,25).
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1.1.1 Antecedentes familiares de CCR

Las familias que presentan sindromes hereditarios asociados al CCR (PAF, sindrome de
Lynch, etc.) tienen una incidencia elevada de casos de CCR en edades tempranas, que debe

controlarse bajo seguimiento por colonoscopias frecuentes (23).

Excluyendo las formas hereditarias de la enfermedad, los individuos cuyos familiares
presentan o han presentado episodios de CCR, tienen un riesgo relativo de padecer la

enfermedad en torno a un 1,8 respecto al resto de la poblacion (26).

1.1.2 Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell)

Esta enfermedad incluye la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, y se caracteriza
por una inflamacién del colon durante un periodo amplio de tiempo. Las personas que la
padecen durante muchos afios suelen desarrollar displasia, donde las células en el
revestimiento del colon o del recto tienen una apariencia anormal por alteraciones en el
proceso de maduracidn de las mismas. Estds células displdsicas pueden acabar provocando
una neoplasia con el tiempo, por lo que estos individuos presentaran un mayor riesgo de

padecer CCR, que aumentara en funcién de la malignidad y duracidn de la enfermedad (27).

En 1925, Crohn describié por primera vez CCR asociado a enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell) y de hecho, el CCR sigue representando del 10% al 15% de las muertes en los
pacientes con Ell (28). La incidencia de la Ell tiene dos picos: entre 15 y 30 afios, y entre 50 y 80
afnos. Debido a este pico de edad mas joven, la edad promedio para el desarrollo de CCR
asociada a la Ell es inferior a la observada en los CCR esporadicos. El prondstico de los CCR
esporadicos y asociado con Ell es similar, con una supervivencia a los 5 afios de

aproximadamente el 50% (27).

1.1.3 Dieta y habitos alimenticios

Existen grandes variaciones a nivel de incidencia mundial del CCR, por lo que la dieta
podria tener un impacto importante a la hora de padecer o no la enfermedad. De hecho, en las
poblaciones con menor incidencia de CCR el consumo de grasa representa un 10% del aporte
caldrico total, mientras que en aquellos cuya incidencia es elevada, representa entre el 40-45%

de la ingesta caldrica diaria (24).

Diversos estudios relacionan las dietas ricas en grasas, carnes rojas y pobres en fibra

(fruta, verdura y grano integral) con el desarrollo de CCR. Ademas, una dieta pobre en acido
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félico y vitamina B6 se ha asociado con mayor riesgo de padecer esta enfermedad y con una
sobreexpresion del gen TP53 (25). Aunque el papel que tienen los ingredientes de la dieta

sigue siendo objeto de investigacion.

Ademas de controlar la dieta, el estilo de vida sedentario, sin realizar ejercicio fisico,
podria estar en concordancia con un mayor riesgo de padecer CCR. Se demuestra que el
ejercicio fisico se correlaciona con una disminucién en el riesgo tanto de CCR como de cancer
de mama y endometrial. Ademas de mantener un peso corporal saludable, regula las
hormonas sexuales, la insulina y las prostaglandinas y tiene efectos beneficiosos a nivel del

sistema inmunoldgico (29).

1.1.4 Obesidad

La obesidad es un problema grave en los paises desarrollados que eleva el riesgo de
padecer enfermedades crdnicas, incluyendo el desarrollo del cancer (30,31). De hecho, se
estima que alrededor del 20% de todos los tumores estan causados por un exceso de peso. En
un metaandlisis de 13 estudios con 6.546 casos, los resultados indicaron que el aumento de los
niveles del indice de masa corporal y el peso corporal se asocié positivamente con el riesgo de

padecer CCR (31).

La agencia internacional de investigacién en cancer (IACR) sugiere como tumores
comunes relacionados con la obesidad: de endometrio, esofagico, colorrectal, de mama

posmenopausico, de prostata y renal (30).

1.1.5 Diabetes tipo 2

Las personas con diabetes tipo 2 (usualmente no dependiente de insulina) tienen un
riesgo elevado de padecer CCR. Tanto la diabetes tipo 2 como el CCR comparten algunos de los
mismos factores de riesgo, como por ejemplo el exceso de peso. Sin embargo, aun cuando se
toman estos factores en consideracion, los individuos con diabetes tipo 2 suelen tener un
prondstico menos favorable después del diagndstico. La resistencia a la insulina parece ser la
explicacion mas factible de la relacién entre diabetes tipo 2 y el CCR. Esta resistencia a la
insulina se ve compensada por la estimulacién de la secrecidn de insulina pancredtica, y esto
se traduce comunmente en la hiperinsulinemia (niveles de insulina circulantes elevados). Los
niveles séricos de insulina elevados favorecen el crecimiento mds rdpido y una mayor
agresividad de colon, estimulando los receptores del factor de crecimiento relacionado con la

insulina 1 (30,32).
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1.1.6  Consumo de alcohol y tabaco

Se sabe que las especies reactivas de oxigeno (ERO) son una causa importante de dafio
enddgeno al ADN. Se conocen al menos un centenar de modificaciones en el ADN causadas por

este estrés oxidativo (33).

El tabaquismo es la principal fuente de radicales libres y es un importante
contribuyente de estrés oxidativo. Por ello, se piensa que contribuye en un 12% en la

incidencia del CCR (34).

El consumo excesivo de alcohol se ha relacionado con un aumento del riesgo de CCR,
asi como de aumento de la incidencia de tumores en el colon distal. Del mismo modo, los
pacientes con dependencia crénica al alcohol también muestran un mayor nivel de
biomarcadores de estrés oxidativo. El alcohol se metaboliza a acetaldehido, que es un
mutageno altamente téxico que provoca mutaciones puntuales. El alcohol se metaboliza por el
sistema del citocromo P450 del reticulo endopldasmico y lleva a la produccidn de acetaldehido y
de ERO. Dichas ERO pueden directamente causar dafio en el ADN y también pueden conducir a

un aumento de la peroxidacién lipidica con la generacion de aldehidos genotéxicos (33).
1.1.7 Antecedentes étnicos

Los judios con ascendencia en Europa Oriental, llamados judios Ashkenazi, tienen uno
de los mayores riesgos de CCR en comparacioén con cualquier otro grupo étnico en el mundo.
Se han encontrado diversas mutaciones que predisponen a este mayor riesgo de padecer la
enfermedad, la mds comun es la mutacién en el gen APC p.11307K, que se presenta en
aproximadamente un 6% de los judios en los Estados Unidos (35). La elevada frecuencia de

estas mutaciones es debida a la cultura endogamica de este grupo étnico.

2. ViAS DE TUMOROGENESIS

2.1 ViA SUPRESORA O ViA DE INESTABILIDAD CROMOSOMICA

Entre un 80-85% de los casos esporadicos de CCR y los hereditarios de PAF (con
mutaciones a nivel germinal del gen APC) estan causados por inestabilidad cromosémica
(Chromosomal INstability, CIN). Esta se debe principalmente a alteraciones en el cariotipo, con

ganancias y pérdidas cromosdmicas, asi como translocaciones. Las pérdidas alélicas son
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relativamente frecuentes, presentando un desequilibrio alélico a nivel de multiples loci

(incluyendo 5q, 8p, 17p, y 18q) (36).

Es un modelo molecular e histoldgico aparecido en la década de los 90, que propone la
progresion del CCR en siete etapas y se debe a mutaciones en genes concretos, principalmente
genes supresores de tumores (Figura 2). Los cambios se iniciarian con una mutacion o pérdida
del gen APC (5921-922), seguida de mutaciones en KRAS (12p12.1) y mutaciones en TP53
(17p13.1) y DCC (18q21.3) (36,37).

2.1.1 Modelo general del desarrollo del CCR de tipo esporddico. Fenotipo CIN.

El desarrollo del CCR se produce en diversas etapas que comienzan con lesiones en la
cripta del colon a través de adenomas hasta manifestar el cancer. Esta secuencia adenoma-
carcinoma se caracteriza por la acumulacién de multiples mutaciones en genes supresores de
tumores y oncogenes que afectan al balance entre la proliferacién celular y la apoptosis. Cada
uno de estos eventos le confiere a cada una de las células del tumor una ventaja de

crecimiento.

Epitelio normal-Epitelio_hiperproliferativo. La causa del inicio de esta via es la pérdida de un

gen supresor como es el gen APC (Adenomatous Polyposis Coli). Se produce una mutacién del
gen APC, que se vuelve inactivo en un 80% de los pacientes. Ademas se ha observado la
aparicion de procesos de pérdida de heterocigosidad en la regidon que codifica este gen (5g21)
en al menos un 30% de los tumores (38). Esta proteina trucada es incapaz de unirse a B-
catenina, provocando la desregulacion de la via Wnt que regula procesos como crecimiento,
apoptosis, diferenciaciéon y motilidad celular (19,20). Los procesos de migracién y adhesion
celular y la segregacion cromosdmica también se verian afectados. A partir de esta mutacion

se genera un pequefio adenoma que crece lentamente (19).

Las mutaciones en este gen pueden suceder en la linea germinal o en las células
somaticas. Las mutaciones germinales originan el sindrome de PAF; sin embargo, las
mutaciones somadticas en este gen estan presentes en la mayoria de los adenomas

colorrectales esporadicos.

Epitelio _hiperproliferativo-Adenoma_temprano. Se producen fendmenos de hipometilacion

génica e hipermetilacién de la regiéon promotora, que contribuyen a la sobreexpresién de

inhibidores de oncogenes y genes supresores de tumores respectivamente (37).
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Adenoma temprano-Adenoma_intermedio. Se caracteriza por la aparicidn, en un nuimero

elevado de casos (aproximadamente entre un 30 a un 45%), de mutaciones activadoras del
oncogén KRAS (Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog) en los codones 12, 13 y 61
(12p12.1). KRAS es una proteina de union a GTP que forma parte de la via RAF/MEK/ERK.
Todas las mutaciones conocidas de KRAS afectan a su dominio de unién a GTP, por lo que esta
mutacion afecta a la actividad GTPasa de la proteina y como resultado, la ruta RAF/MEK/ERK
es activada constitutivamente. La via de sefializacion RAF/MEK/ERK se encarga de la
transcripcién de genes diana implicados en proliferacion celular e inhibicidon de la apoptosis,

ocasionado un mayor aumento en el numero de células (3,37).

Adenoma intermedio-Adenoma tardio. En esta fase se produce la mutacidon y perdida de

heterocigosidad de genes codificados en la regién del cromosoma 18q, SMAD2 (Mothers
Against Decapentaplegic homolog2), SMAD4 (Mothers Against Decapentaplegic homolog4),
DCC (Deleted Colon Cancer). La pérdida de los genes SMAD2 y SMAD4 modifica la actividad de
la via TGF-B que parece jugar un papel doble en la evolucién del tumor. Al inicio, actia como
gen supresor de tumores, al inhibir la proliferacidon e inducir la apoptosis, mientras que en
fases mas avanzadas potencia el desarrollo tumoral, la invasidn y la metastasis, a través de su
implicacion en los procesos de transformacion epitelio-mesénquima (39), de angiogénesis y de
evasion de la respuesta inmune. El gen DCC, fue caracterizado como gen supresor de tumores
y codifica una proteina transmembrana que participa en la interaccién célula-célula o célula-
sustrato y esta implicada en procesos de proliferaciéon y diferenciacidon celular, apoptosis y
metadstasis (40). La inactivacion del gen DCC, se sabe que estd asociada con tumorogénesis y
metadstasis en CCR. Ademads, se ha sugerido un papel importante de DCC en la progresion del

tumor, por lo que podria ser un marcador biolégico de importancia prondstica (41).

Adenoma tardio-Adenocarcinoma. El siguiente evento que ocurre de manera muy frecuente

(en el 80% de los casos) en la progresidon tumoral es la delecidn del cromosoma 17q, el cual
contiene el gen supresor de tumores TP53. Cuando TP53 estd activado, juega un papel
fundamental en el control de la integridad y estabilidad del genoma y en la respuesta a
situaciones de estrés, dafio en el DNA, hipoxia o activacidn de oncogenes, todas ellas
importantes durante el desarrollo tumoral (42—44). Ademas, es capaz de provocar la parada
del ciclo celular o activar mecanismos de senescencia y apoptosis que impiden la
transformacion celular (45). Conforme avanza la enfermedad, la frecuencia de mutacién de
este gen se incrementa. Como consecuencia de la pérdida de su funcién, contribuye a la

propagacion del daio al ADN a las células hijas (3).
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Adenocarcinoma-Metdstasis. En ultimo lugar, contindan las mutaciones tanto de oncogenes

como de genes supresores de tumores en otros cromosomas, dando capacidad migratoria al
adenocarcinoma formado, incluso para avanzar pasando al torrente sanguineo o linfatico,

donde puede dirigirse a otros érganos para desarrollar nuevos focos de tumor.

Epitelio Epitelio Adenoma Adenoma Adenoma
normal hiperproliferativo temprano intermedio tardio

)

[ APC ] Hipometilacion [SMAD-Z SMAD-4 ] Alteraciones genéticas
DCC
l KRAS l l TP53 I
5q21 12p12.1 18q 174
Mutacion Mutacion Mutacion Mutacion
LOH LOH LOH

Figura 2. Modelo de progresidon tumoral propuesto por Fearon y Volgestein. Cada alteracion histolégica
esta asociada a la aparicion de mutaciones que producen la ganancia de funciones necesarias para el
desarrollo del cancer colorrectal (37).

Cabe mencionar que solo una pequefia minoria de los tumores colorrectales que
emergen a través de la via CIN presentan todas las anormalidades genéticas mencionadas. Es
posible que algunos de estos eventos mutacionales sean sustituidos por otras aberraciones
genéticas o epigenéticas. Estas anomalias genéticas podrian darse de forma adicional,
alternativa o complementaria a las aberraciones tradicionalmente descritas en la secuencia

adenoma-carcinoma (3).

2.2 VIA MUTADORA O INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

En paralelo al modelo molecular de progresién tumoral anteriormente descrito, se ha
sugerido un modelo diferente de desarrollo del cdncer colorrectal denominado modelo del

fenotipo mutador o fenotipo MSI (46).

Los microsatélites son secuencias de repetidas de uno, dos o tres nucleétidos y se
encuentran dispersos por todo el genoma. Existen alrededor de 200 microsatélites en el
genoma vy el patron de microsatélites para cada individuo es Unico (47). Dada su naturaleza
repetitiva, son susceptibles de errores durante la replicacién del ADN, que normalmente son

corregidos durante la reparaciéon. Puede ocurrir que este sistema de reparacion fracase, y
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existan procesos de apareamientos errdneos que conlleven a la acumulacidn de alteraciones

en la longitud de los microsatélites.

Esta via tiene gran importancia en el desarrollo del CCR; estd presente en los casos de
sindrome de Lynch y en el 15% de los tumores esporddicos (14), cuyo numero de

microsatélites difiere del ADN germinal.

En el caso de sindrome de Lynch, las enzimas reparadoras del ADN (MLH1, MSH2 y
MSH6) no funcionan correctamente debido a ser portadoras de mutaciones; mientras que en
los tumores esporadicos el mecanismo reparador no funciona debido a la hipermetilacién de la
regiéon promotora del gen MLH1 (11). Los pacientes cuyos tumores pueden estar asociados a
este modelo de progresidon tumoral se caracterizan por una baja frecuencia de mutaciones en
genes como TP53, APCy KRAS, y de pérdida de heterocigosidad de las regiones cromosdmicas
59, 17p y 189g. Sin embargo, no es la mutacién de los genes MMR (MisMatch Repair), sino la

aparicidon de mutaciones en genes de interés, lo que lleva al desarrollo tumoral (14,15).

Se conocen alrededor de unos 30 genes afectados por MSI que comprenden
numerosas funciones como el crecimiento celular (TGFB-R-1l, IGF2-R), la apoptosis (BAX,
Caspasa-5), la reparacion del DNA (MSH3, MSH6), la sefalizacidon de la via Wnt (Axin, B-
catenina, TCF4), etc. Los genes alterados en el desarrollo de tumores MSI, aunque distintos,
parecen actuar afectando las mismas vias moleculares que las que se desregulan en los
tumores de tipo CIN. Desde un punto de vista clinico-patoldgico, los tumores desarrollados por
la modificacién de esta via se caracterizan, entre otras cosas, por ser mucinosos, estar

localizados en colon derecho o tener mejor prondstico (48).

Debido a la existencia de casos de CCR donde el sistema de reparacion esta intacto,
pero presentan mutaciones en un pequefio nimero de microsatélites, se disefié un panel de
microsatélites estandarizado. Dicho panel clasifica la MSI en tres grupos. El primero se
considera con alta inestabilidad de microsatélites (MSI-high) (es decir, la mayoria de los
marcadores exponen MSI); un segundo grupo con baja inestabilidad (MS/-low) (es decir, sélo
una minoria de los marcadores exhiben MSI); y un tercer grupo que carece de la inestabilidad

aparente (ninguno de los marcadores expone MSI; MSS) (49).

2.3 VIiA SERRADA O FENOTIPO METILADOR

Durante muchos afios, ha habido discusién acerca de las particularidades de este

sindrome. En la actualidad, y gracias a una mejor caracterizacidon histoldgica, genética y
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epigenética de los pdlipos y adenocarcinomas serrados, se ha podido distinguir la via de
carcinogénesis serrada de la via clasica de carcinogénesis, donde APC y TP53 se ven alterados

(50).

Las islas CpG son regiones del ADN que constituyen alrededor de un 40% de los
promotores de los genes de mamiferos. Son regiones con gran concentracion de pares de
citosina y guanina enlazados por fosfatos (de ahi su nombre, CpG). La metilacidn de los dichos
sitios CpG en los promotores de los genes puede inhibir la expresiéon del gen concreto,
inactivandolo. La inactivacion mediante este mecanismo de promotores de genes supresores
de tumores es importante en el mecanismo de carcinogénesis, denominado fenotipo
metilador, y parece no seguir los mecanismos habituales de la secuencia clasica de adenoma-

carcinoma (48).

Las alteraciones moleculares distintivas de esta via serrada son la activacidn de la ruta
de sefalizacidon de las MAPK quinasas (por mutacién en BRAF y KRAS), la hipermetilacién de
regiones promotoras en genes que llevan a su silenciamiento y la presencia de un fenotipo de

inestabilidad de microsatélites (9).

Esta via se denomina serrada, debido a las caracteristicas histoldgicas del tumor. El
epitelio de la cripta intestinal tiene similitud a dientes de sierra, debido a una acumulacion de
colonocitos en ella, y a una inhibicidn de la apoptosis. Actualmente, mediante los criterios de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las lesiones serradas se clasifican en tres categorias:
polipo hiperplasico, adenoma serrado sésil y adenoma serrado tradicional, diferenciados
basicamente en caracteristicas histoldgicas, la distribucion mas abundante y los porcentajes de

mutaciones en BRAF y KRAS (50).

Aun conociendo las caracteristicas de este sindrome de poliposis serrada, sigue
existiendo una falta de consenso en la clasificacidn de las lesiones serradas, y debido a esto y a
la dificultad para la deteccién endoscdpica de éstas, la prevalencia real de esta via es
desconocida. Aun con ello, parece que se presenta frecuentemente en mujeres y tiene

preferencia por una localizacién a nivel proximal del colon (9,50).

El mecanismo parece iniciarse mediante una mutacion que activa el gen BRAF
(p.V600E), que consecuentemente ocasiona una inhibicién de la apoptosis fisiolégica en las
células epiteliales del colon. A partir de este suceso, las lesiones serradas pueden dar lugar a
polipos hiperplasicos o pdlipos serrados sésiles. Estas lesiones son muy propensas a la

metilacion de islotes CpG de regiones promotoras de multiples genes, y por tanto, provocaria
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un silenciamiento epigenético (inactivacion indirecta del gen), siendo en principio aleatorio los
genes especificos que se alteran. En el caso de la metilacidn del promotor de MLH1, muy
frecuente en estos casos, se originan los CCR esporadicos con inestabilidad de microsatélites.
Este evento parece ser tardio, y a partir de él se produce una rapida adicién de mutaciones de
otros genes, como sucede en el sindrome de Lynch, y por tanto, una progresién tumoral mas

rapida (50).

El tratamiento de los pacientes afectados por este sindrome debe ser la reseccion

completa de los pélipos cerrados, asi como la vigilancia endoscopica.

3. DIAGNOSTICO DEL CCR

El seguimiento de los pacientes afectados por CCR es multidisciplinar y comienza en la
consulta de Atencion Primaria. En ella se elabora una historia clinica del paciente, donde se
recogeran antecedentes médicos completos para analizar los sintomas y los posibles factores
de riesgo, al igual que los antecedentes familiares. Tras la consulta, y si existen sintomas que
hagan sospechar de la posible existencia de una lesiéon en el colon o recto; es dirigido al
Servicio de Cirugia Digestiva. Este sera el encargado de solicitar una serie de pruebas para
determinar el diagndstico. Posteriormente efectuara una exploracion fisica en la que valorara

cuidadosamente el abdomen para tratar de detectar masas u érganos que estén agrandados.
3.1 DETECCION DEL CCR
3.1.1 Andlisis de sangre oculta en heces

Con el propdsito de hacer un cribado inicial, de bajo coste y poco invasivo, se realiza un
examen de sangre oculta en heces. Con mucha frecuencia la toma de muestras se realiza en el
domicilio del paciente y posteriormente se analiza en el hospital. Detecta pérdidas de sangre
en las heces provenientes del tracto gastrointestinal, lo que puede deberse tanto a la
presencia de CCR como a otro tipo de patologias como Uulceras o céncer gastrico.
Concretamente, detecta la actividad pseudoperoxidasa del grupo hemo, ya sea como

hemoglobina intacta o grupo hemo libre (51).
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3.1.2  Pruebas diagndstico

3.1.2.1 Colonoscopia

Es una prueba de exploracién y diagnostico donde se puede observar la mucosa de
todo el colon y el recto mediante una camara CCD (Charge-Coupled Device, dispositivo de
carga acoplada) o una camara de fibra éptica en un tubo flexible que se pasa a través del ano
del paciente. Hoy en dia se considera la prueba mas estandarizada para la deteccién del CCR al
permitir la visualizacién del colon, y ademas, la extirpacion de adenomas con potencial de
transformarse en células malignas. En la actualidad, se realiza en un hospital con el paciente

sedado para evitar las molestias producidas (52).

3.1.2.2 Colonoscopia virtual

También denominada colonoscopia por tomografia computarizada. Descrita en 1994,
es un procedimiento que utiliza rayos X con la finalidad de producir una imagen bi y
tridimensional del colon desde el recto hasta la parte inferior del intestino delgado,
obteniendo mejor sensibilidad para la visualizacion de podlipos de colon. Esta técnica no
permite la extirpacion de posibles adenomas y el paciente no requiere sedacién para el

examen (52).

3.1.2.3 Sigmoidoscopia flexible

Es una técnica minimamente invasiva que permite el examen del colon sigmoide y el
recto, a diferencia de la colonoscopia donde se examina la totalidad del intestino grueso. Los
resultados de estudios epidemioldgicos sugieren que el uso de la sigmoidoscopia ayudaria a
reducir las tasas de incidencia y mortalidad de CCR distal en aproximadamente un 60-80%,

dada su baja invasividad (53).

3.1.3 Biopsia

Finalmente, si el médico observa durante la realizacidon de la colonoscopia una lesion
sospechosa, procederd a extraer una muestra. El tejido deberd ser analizado por un

anatomopatdlogo para determinar la presencia de células cancerosas.

3.2 CIRUGIA PARA EL CANCER COLORRECTAL

Tras los procedimientos anteriormente descritos, si hay sospecha de que el paciente

padezca CCR, el siguiente paso es el procedimiento quirurgico.
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La cirugia suele ser el principal tratamiento local para el CCR y sus avances han
mejorado la supervivencia de los pacientes, especialmente en las primeras fases de la
enfermedad. La técnica consiste en la extirpacion del segmento del colon en el que se asienta
el tumor, asi como tramos de tejido sano de mas de 5 cm, a cada lado de la lesién como

margenes de seguridad (53).

Las técnicas de reseccidn clasicas que aun siguen vigentes, siempre dependiendo de la
localizacién o asentamiento del tumor, reemplazo vascular y drenaje linfatico, son
principalmente: hemicolectomia del colon derecho, transverso y colon izquierdo,
sigmoidectomia para los tumores localizados en el colon sigmoide y la reseccién anterior baja
para la zona de unién recto-sigma, evitando el sacrificio de la funciéon intestinal por medio de
una ostomia (operacidn quirdrgica donde se practica una apertura de la pared abdominal para
dar salida a una viscera al exterior). Posteriormente, al finalizar la reseccién, se unen los
extremos del colon para restablecer la continuidad del tubo digestivo y mantener su funcion,

proceso que se denomina anastomosis (54).

Ademas de considerar el éxito del procedimiento quirudrgico, se debe tener en cuenta
la supervivencia del paciente a largo plazo. La supervivencia a cinco afios tras la reseccion
quirurgica es en la fase | entre el 85 y el 95%, en fase Il entre el 60 y el 80% y en fase Il

disminuye y se estima entre un 30 y un 60% de los pacientes (53).

3.3 FASES DEL CANCER DEL COLORRECTAL

El fin ultimo del diagndstico es una buena caracterizacion del tumor para poder
determinar el tipo tratamiento mas adecuado para el paciente. La caracterizacion del tumor es
la determinacion de la fase en la que se encuentra. El sistema de clasificacion mas
frecuentemente utilizado en el cancer de colon y recto es la clasificacion de TNM (55), que se

describe a continuacién y sera la utilizada durante el presente trabajo.

El sistema de clasificacion TNM fue desarrollado por la Comisién Americana Mixta
sobre el Cancer (American Joint Committee in Cancer, AJCC) y la Unién Internacional contra el
cancer (International Union Against Cancer, IUAC) y clasifica al tumor basado en tres variables:
el grado de penetracidn del tumor primario a través de las paredes del intestino (T) ( Tabla
1), el numero de ganglios regionales afectados por el tumor (N, nodes) (Tabla 2) y la presencia
de metastasis distantes (M) (Tabla 3), lo que se denomina en conjunto clasificacion TNM. En la
siguiente tabla queda resumida la clasificacion TNM mas reciente que ha sido revisada por la

AJCC en el ano 2010 (56).
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TUMOR PRIMARIO (T)

X
TO
Tis
T1
T2
T3
T3a
T3b
T3c
T3d
T4a
Tab

No se puede evaluar el tumor primario

No existe prueba de tumor primario

Carcinoma in situ: intraepitelial o invasidn de la ldmina propia

El tumor invade la submucosa

El tumor invade la muscular propia

El tumor invade los tejidos pericolorrectales a través de la muscularis propia
Invasién minima: < 1 mm desde el borde de la muscular propia
Invasion leve: 1-5 mm desde el borde de la muscular propia
Invasion moderada: 5-15 mm desde el borde de la muscular propia
invasidn extensa: > 15 mm desde el borde de la muscular propia

El tumor penetra la superficie del peritoneo visceral

El tumor invade o se adhiere a otros érganos o estructuras

Tabla 1. Grados de penetracion del tumor primario

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (GLR) (N)

NX

NO

N1

Nla
N1b

Nilc

N2
N2a
N2b

No se pueden evaluar los ganglios los GLR

No hay metastasis en los GLR

Metdstasis de 1-3 GLR

Metastasis en 1 GLR

Metdstasis en 2-3 GLR

Depdsitos tumorales en la subserosa, mesenterio o en tejidos
pericolorrectales sin metdstasis en GLR

Metastasis en 4 o mas GLR

Metastasis en 4-6 GLR

Metastasis en 7 o mas GLR

Tabla 2. Presencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales

A la hora de realizar el andlisis histopatoldgico se debe especificar el nimero de

ganglios linfaticos regionales examinados, asi como el nimero de ganglios linfaticos regionales

que portan metastasis.
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METASTASIS DISTANTE (M)
MO Sin metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia

Metastasis confinada a un érgano o sitio (por ejemplo, higado, pulmdn,
M1la
ovario o ganglio no regional)

M1b Metdastasis en mas de un érgano o sitio, o en el peritoneo

Tabla 3. Metdéstasis a distancia

Tras la obtencion de los valores TNM, el tumor se clasifica en cuatro fases: 0, I, II, lll y

IV (Figura 3).

Fase 0 o carcinoma in situ (Tis, NO, MO0): es la fase mas temprana del CCR. Aparecen
células anormales en la superficie de la mucosa (capa mas interna) de la pared del colon, en
ningun caso el tumor la atraviesa (Tis), los ganglios no estdn afectados (NO) y no existe

metastasis a distancia (MO0).

Fase | (T1 6 T2, NO, MO): el tumor formado en la mucosa se disemina hacia la
submucosa (T1) o incluso a la muscular propia (T2) sin traspasarla. No existe afectacidn de

ganglios linfaticos (NO), ni metastasis a distancia (MO).

Fase Il: dentro de esta fase distinguimos tres etapas. En la fase IlA el tumor atraviesa la
capa muscular hacia la capa serosa; en la lIB el tumor penetra y se disemina por la serosa pero
sin invadir otros érganos cercanos; en la fase IIC el cancer se disemina a través de la serosa a
drganos o estructuras proximas. Durante esta fase sigue sin haber afectacion ganglionar (NO)

ni metastasis a distancia (MO0).

Fase lll: durante esta fase, el cancer ha invadido los 6rganos mds préximos afectando a
los ganglios linfaticos en mayor o menor medida. Dicha fase se subdivide en tres subfases (llIA,
IB y IIC) basado en el tipo de estructura u érgano invadido (muscularis propia, subserosa,
tejidos grasos pericolorrectales, peritoneo visceral u otros érganos préximos) y al nimero de

ganglios afectados por el tumor.

Fase IV: el cancer se ha diseminado afectando a érganos alejados del colon como el
higado, pulmdn, ovario y ganglio linfatico lejano. Esta fase se subdivide en dos subetapas: en la
subfase IVA la metdstasis estd limitada a una zona u drgano concreto, mientras que en la

subfase IVB existe metdstasis en mas de un érgano o sitio.
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Se disemina a oftros 6rganos

Figura 3. Representacién de las fases del cancer colorrectal (57).

De manera esquematica, las etapas quedan representadas en la tabla (Tabla 4).

ETAPA ANATOMICA/GRUPOS PRONOSTICOS

Tis NO MO

T1 NO MO

T2 NO MO

T3 NO MO
T4a NO MO
T4b NO MO
T1-2 N1/N1lc MO
T1 N2a MO
T3-T4a N1/Nic MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
Cualquier T | Cualquier N | M1la
Cualquier T | Cualquier N | M1b

Tabla 4. Fases de la enfermedad, basados en el Sistema de clasificacion TNM (55).
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Se ha determinado la correlacidon existente entre la fase de la enfermedad y la

supervivencia a 5 afos (58) (Tabla 5).

FASE % SUPERVIVENCIA A 5 ANOS
0 (Tis, T1; NO; MO) >90
I (T2; NO; MO) 80-85
[1 T3, T4; NO; MO) 70-75
I1(T2; N1-3; MO) 70-75
11 (T3; N1-3; MO) 50-65
1 (T4; N1-3; MO) 25-45
IV (M1) <3

Tabla 5. Correlacién entre las fases del cadncer colorrectal y la esperanza de vida a 5 afios.

3.4 PROPAGACION DEL CANCER COLORRECTAL

Tras diagnosticar al paciente de CCR, se realizan diversas pruebas para determinar si

las células cancerosas se diseminaron dentro del colon o a otras partes del cuerpo. Durante

este proceso se recoge informacién de la fase en la que se encuentra la enfermedad, para

posteriormente poder planificar el tratamiento adecuado.
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Radiografia toracica. Dicha prueba tiene como objetivo estudiar el térax, los
pulmones, el corazdn, las grandes arterias, las costillas y el diafragma, para descartar
una posible afectacién por metastasis (59).

Ecografia. Es una prueba indolora, de facil realizacién, basada en la emisiéon de ondas
sonoras (ultrasonidos), que rebotan al chocar con las diferentes estructuras a las que
llegany, a través de un ordenador forman una imagen que se visualiza en una pantalla.
En el CCR se pueden realizar tanto ecografia abdominal como endorrectal (60).
Tomografia Axial Computarizada (TAC). Es una prueba diagndstica que, a través del
uso de rayos X, permite obtener imagenes radiograficas del interior del organismo.
Para una mejor visualizacidn, el paciente debe ingerir o se le inyecta un contraste (61).
PET/TC. La tomografia por emisidon de positrones, también llamada diagndstico por
imagenes PET o exploracion PET, constituye otro tipo de diagndstico por imagenes de
medicina nuclear. En este estudio se realiza un examen de todo el cuerpo, tras la

inyeccion intravenosa de radiofarmacos, emisores de positrones de utilidad médica. El
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mas importante de ellos es la glucosa marcada con Flior-18. Las células que presenten
altos niveles metabdlicos, como en el caso de las células cancerosas, apareceran como
puntos radioactivos detectados por una camara especial (62,63). Los inconvenientes
mas importantes son la escasa definicién anatémica y la presencia de falsos positivos
como procesos de inflamacion aguda o infeccién, y falsos negativos como
micrometdstasis, tumores poco celulares como los mucinosos o los necréticos y en

pacientes con hiperglucemia (63).

Ademas de estas pruebas se realizan medidas de marcadores tumorales, que son

proteinas cuyos niveles de expresidn varian en los pacientes que padecen CCR.

- Medida del Antigeno Carcinoembrionario (CEA en inglés) en sangre. El CEA es una
glipoproteina sérica, descubierta en un principio en el tejido colénico embrionario, que
se libera en el torrente sanguineo tanto por las células cancerosas como por las células
sanas. Es una molécula de adhesidn intercelular, y promueve la agregacién de células
de CCR, e incluso facilita una posible metdstasis hepatica y pulmonar. Ademas, se ha
encontrado sobreexpresado en otros adenocarcinomas como mama y pulmon. Niveles
moderados de CEA se han observado en una variedad de enfermedades inflamatorias
cronicas y agudas, incluyendo cirrosis alcohdlica, colelitiasis, ictericia obstructiva,
colangitis, absceso hepatico, enfisema, enfermedades bronquitis, Ulcera gastrica,

gastritis, diverticulitis y diabetes (41,64).
3.5 METASTASIS DEL CCR

El CCR comienza como un tumor localizado en la mucosa del tubo digestivo que va
creciendo e invadiendo posteriormente las capas mads profundas. Cuando este tumor traspasa

la pared del intestino puede invadir cualquier érgano, proceso que se denomina metastasis.

La metastasis es un proceso clave en la letalidad del cdncer, e implica el escape de
células tumorales del tumor primario, accediendo a los vasos linfaticos (diseminacion linfatica),
sanguineos (diseminacién hematdgena) y/o a los liquidos intersticiales (diseminacion

transcelémica), desde donde podran colonizar y crecer en érganos alejados (8).

Para que las células tumorales se escindan del tumor primario e invadan otros tejidos
son necesarios una serie de pasos que se esquematizan en la Figura 4. Este proceso puede
dividirse en tres partes: la invasiéon de la matriz extracelular, la diseminacién vascular y

finalmente el alojamiento de las células tumorales en otros tejidos u érganos (65).
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Interaccidn con células
linfoides del huésped

Embolia tumoral

Adherencia a la
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Extravasacion

TUMOR Depdsito metastasico

METASTASICO

Figura 4. Esquema representativo del fendmeno metastdsico. Adaptado de Robbins S: Patologia
estructural y funcional, 52 edicién).

La invasién de la matriz extracelular requiere que las células se desprendan entre si, se
unan a los componentes de la matriz y los degraden para poder finalmente migrar a otros
tejidos adyacentes. Las células sanas se adhieren entre si y a sus alrededores mediante
distintas moléculas de adhesidn como las cadherinas. Es sabido que en diversos tumores
epiteliales como los adenocarcinomas de colon o mama, existe una baja expresién de dichas
cadherinas, lo que facilita el desprendimiento celular (66). Ademas, las células tumorales
expresan receptores de alta afinidad para diversos componentes de la matriz extracelular

como laminina, fibronectina, colageno o vitronectina.
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Del mismo modo, dichas células cancerosas generan proteasas que degradan
activamente dichos componentes de dicha matriz extracelular, como son serin-proteasas,
cistein-proteasas o metaloproteasas. En procesos tumorales, las metaloproteasas suelen estar

sobreexpresadas, lo que conlleva un incremento de su actividad proteolitica (67).

Uno de los sistemas que actla en la degradacion de la matriz extracelular y en la
activacion de dichas metaloproteasas es el sistema activador del plasminégeno. Dicho sistema
estd iniciado por un complejo proteico formado por dos mondmeros de la proteina Anexina A2
(ANXAZ2), dos de la proteina p11 y el activador tisular de plasmindgeno. Dicho complejo se
encarga de la conversién del plasmindgeno a plasmina. La plasmina es una serin proteasa cuya
funcién es degradar la fibrina, ademas de jugar un papel importante en la activacién de
metaloproteasas y la degradacion de la matriz extracelular. La degradacién de la fibrina junto
con la participacién de la plasmina lleva a incrementar la migracion celular y la invasién en el

proceso canceroso (Figura 5) (68).

La proteina citoesquelética ANXA2 estd localizada en la superficie extracelular de las
células endoteliales y varios tipos de células tumorales. Multiples estudios han demostrado
que se sobreexpesa en diversos tipos de cancer como el cancer de cuello y cabeza (69), cancer
de mama (70,71), de pancreas (72,73) y en contraste se ha visto en osteosarcoma que su

expresion estd reducida en aquellos con mayor capacidad metastasica (74).

-

T  ACTIVACION METALOPROTEASAS
+ DEGRADACION ECM

ACTIVADOR DE

PLASMINOGENO PLASMINOGENO

Superficie celular

i ?I‘:I;k}f"ar Membrana plasmaética
EERRRANR

Citoplasma

Figura 5. Mecanismo de promocion de la metastasis en el sistema de activacion del plasminédgeno.
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4. MARCADORES PRONOSTICOS

Dada la relevancia del cancer colorrectal en nuestra sociedad, se han llevado a cabo
multitud de investigaciones cuyo objetivo es descubrir marcadores clinicos, patoldgicos o
moleculares que sean predictivos de dicha enfermedad. Su objetivo ha sido aportar
informacién sobre la evolucion del paciente en funcién de las caracteristicas del tumor o
precisar la respuesta del tumor ante un determinado tratamiento (75). Todo marcador debe

poder ser analizado de manera sencilla y mediante técnicas poco invasivas.
4.1 MARCADORES HISTOPATOLOGICOS
4.1.1 Anatomia del colon y recto

El colon es el ultimo tramo del sistema digestivo. Es un tubo largo y hueco de una
longitud aproximada de 1,5 metros, y se extiende desde el final del intestino delgado hasta el

ano.

La primera porcion del intestino grueso se denomina ciego, y se localiza en la parte
inferior derecha del abdomen, donde finaliza el intestino delgado. Desde aqui, el colon
asciende hasta llegar a la zona del higado (colon ascendente) y atraviesa el abdomen (colon
transverso). El colon se dirige posteriormente hacia abajo (colon descendente), hasta llegar a
una zona denominada sigma que desemboca en el recto. El Ultimo tramo del tubo digestivo se
denomina recto y se sitla inmediatamente después del colon sigmoide. Tras la digestion del
alimento, el recto recibe los materiales de desecho, constituyendo las heces. Finalmente las
heces fecales salen del cuerpo a través del ano, que se abre al exterior por el esfinter anal

(Figura 6).

Colon

sigmoides

FADAM.

Figura 6. Esquema de la anatomia del intestino grueso (76).
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Las zonas de colon ascendente y transverso se encargan de absorber el agua y los
minerales ingeridos, mientras que el colon descendente y recto tienen la funcién de almacenar

las materias fecales hasta su expulsién final por el ano.

Al igual que el resto del tracto digestivo, la pared del intestino grueso esta formada por
cuatro capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa, ordenadas de la parte interna a la
externa del tubo digestivo. La capa mucosa del intestino grueso tiene mayor espesor que la del
intestino delgado, y a lo largo de la superficie de su epitelio aparecen multitud de
invaginaciones con forma tubular denominadas criptas de Lieberkiihn, las cuales secretan gran
cantidad de moco para favorecer el transito de los desechos semisélidos no digeridos. Es
precisamente sobre estas glandulas productoras de moco donde se producen con mayor
frecuencia los tumores de colon. La capa muscular, ademas, es la encargada de contraerse,

ayudando al avance del contenido del tubo digestivo (8) (Figura 7).

Ganglio linfatico

Submucosa
Mucosa

Figura 7. Esquema de la histologia del intestino grueso (8).

El examen que realiza el anatomopatdlogo de la pieza de reseccion quirdrgica es de
suma importancia para establecer un buen prondstico de la enfermedad, asi como el
tratamiento adecuado hacia el paciente. Por ello, este analisis histoldgico, ademas de un
informe anatomopatoldgico completo, se deben realizar de manera exhaustiva y sistematica.
Dado que el 16% de los pacientes que tienen CCR con una submucosa invadida padecen
metadstasis de los nédulos linfaticos, es de gran importancia analizar dichos ganglios linfaticos

cercanos.

En la metdstasis influyen una serie de factores histopatoldgicos importantes, tales
como la profundidad de la invasidn, invasion linfatica, invasién venosa, diferenciacidon tumoral,
patrén de crecimiento de componentes tumorales intramucosos, disrupcidn completa de la

capa muscular debido a invasion mucosa y budding en el borde invasivo del tumor (77). Por
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todo ello, ademas de conocer la fase del tumor, normalmente obtenida por la clasificacién

TNM, se deben recoger estos datos.

4.1.2 Grado de diferenciacion tumoral

Es el grado en el que las células cancerosas se asemejan a las células no cancerosas de
las que proceden, morfoldgica y funcionalmente. Indica el grado de diferenciacién de la célula
tumoral y su participacion en la formacién de estructuras glandulares, en comparaciéon con el
tejido colorrectal normal. Las células cancerosas de grado bajo (tumor bien diferenciado)
tienen un aspecto mas parecido al de las células sanas y tienden a crecer y diseminarse mas
lentamente que las células cancerosas de grado alto (escasamente diferenciado o
indiferenciado), cuya capacidad de crecimiento es mucho mayor, y se asocia con un peor
prondstico del paciente. Los sistemas de gradacién para cada tipo de cancer son diferentes

(58).

4.1.3 Invasion venosa y linfdtica

La invasion de las células tumorales en ganglios o vasos sanguineos desempefia un
papel crucial en el proceso metastdsico. La invasion linfatica es diagnosticada cuando las
células tumorales estan presentes en los vasos con un revestimiento endotelial que carecen de
capa muscular gruesa. La invasion de los vasos sanguineos se caracteriza histolégicamente por
la presencia de células tumorales en vasos con gruesa capa muscular gruesa, o en vasos que
contengan los eritrocitos de la sangre (78). Estos parametros se han convertido en variables
importantes de prondstico en pacientes con CCR, tanto en fases tempranas como avanzadas
de la enfermedad (58). De hecho, en un estudio retrospectivo de 381 pacientes con y sin
invasion venosa, la tasa de supervivencia a los cinco afos fue del 30% y 75%, respectivamente.
La invasién venosa intramural, que se limita a los vasos de la capa submucosa y/o muscular,
tiene que diferenciarse de invasion de los vasos extramural, que incluye los vasos situados mas

alla de la muscular propia, es decir, dentro de la pericdlica o tejido adiposo perirrectal.

4.1.4 Invasion perineural

Es la capacidad de las células tumorales de diseminarse al espacio que rodea a un
nervio (perineuro) y su presencia ha sido asociada con mal pronéstico. Constituye un proceso
de invasién neoplasica y propagacion del cancer, independientemente de la sangre y los vasos
linfaticos (78). Su implicacién en CCR ha sido ampliamente investigada. En el afio 2009, Liebigy

colaboradores, describieron que la tasa de supervivencia libre de enfermedad en 5 afios
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cuadruplicaba en pacientes sin invasidn perineural, frente a aquellos que si la padecian (65%

frente a 16%, P<0.001) (79).
4.1.5 Budding

Este pardmetro histopatoldgico se conocia en los afios 50 como un brote en el borde
invasivo del tumor con mayor tasa de crecimiento que el propio tumor. Por ello se denominé
“desdiferenciacion tumoral” en el borde invasivo y se describié como una parte del tumor que
adquiria habilidad de invadir canales linfaticos y vasculares (80). Histologicamente, se
encuentra en una zona del margen invasivo del tumor (78), con estructuras glandulares bien
desarrolladas que dan paso a células aisladas o grupos pequefios de células tumorales,
pobremente diferenciadas, con largos nucleos y que han perdido las microvellosidades y la
membrana basal. A estos grupos aislados de células se les denomina budding. Estos brotes

tumorales se encuentran dispersos en el estroma del margen del tumor invasivo.

En cuanto al significado clinico, se asocia con otros factores histopatoldgicos que
aportan peor prondstico como el alto grado de diferenciacion tumoral, infiltracién del borde
tumoral y la presencia de invasién perineural y linfovascular, que como se ha comentado,

estan relacionadas con metastasis en nddulos linfaticos.

Se han realizado estudios en las diferentes fases del CCR. En la fase |, se ha visto que se
asocia con el alto grado de diferenciacién tumoral y la invasidn linfatica. En la fase Il, puede ser
usado como identificador de alto riesgo, ya que se ha demostrado que la supervivencia de 5
afos de fase Il con budding es peor que la de fase lll sin él (81,82). En fase mas avanzadas de la
enfermedad, Ill y IV, no se considera un factor muy importante, aunque puede deberse al

menor numero de estudios realizados (80,83).

Aun asi existen controversias a la hora de analizar su presencia, y qué caracteristicas
tiene que tener para ser considerado budding. La calificacion mas utilizada para definir un
budding es la presencia de un nimero mayor o igual a 10 grupos celulares compuestos por

menos de 5 células tumorales en un area de objetivo 20X (84).
4.1.6 Afectacion ganglionar

La identificacion de las células tumorales en los ganglios linfaticos es esencial para la
correcta clasificacién de pacientes con CCR, asi como para determinar si es apropiado aplicar el

tratamiento adyuvante tras la cirugia. Hoy en dia, uno de los factores mas importantes que se
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asocian con un alto riesgo de recurrencia es la afectacién de ganglios linfaticos. Por ello, el
estudio de un numero insuficiente de los ganglios linfaticos puede dar lugar a errores de

clasificacion del tumor con un impacto significativo en el diagndstico del paciente.

De hecho, en un estudio con mas de 35.000 casos de CCR diagnosticados T3NOMO, la
tasa de supervivencia relativa a 5 afios varié de 64% si se examinaban 1 o 2 ganglios linfaticos

al 86% si por el contrario, se examinaban mas de 25 ganglios linfaticos (85).

Otro estudio demostré que la tasa de CCR con metastasis en ganglios linfaticos era
superior al aumentar el nimero de ganglios analizados. Un 31% de los ganglios analizados, al
examinar de 1 a 3, poseian metastasis; sin embargo al analizar mas de 12 ganglios, la aparicion
de metastasis aumentaba al 41%, P<0,001). Ademas, la evaluacidon de 12 o mas ganglios
linfaticos se asocid con una mejor supervivencia en pacientes sin ganglios afectados (P<0,001)

(86).

A pesar de multitud de estudios, no hay un acuerdo generalizado acerca del nimero
de ganglios a analizar en la pieza quirlrgica, aunque se recomienda un minimo de 12 a 15. La
Comisidn Americana del Cancer, considera una medida de calidad evaluar 12 ganglios linfaticos
en los especimenes (55,58,87). Si el numero de ganglios que se encuentra es menor, se
recomienda volver a examinar el espécimen con o sin ayuda de técnicas que mejoren la
localizacién de los mismos. El informe de patologia debe indicar el nimero de ganglios
examinados y el nimero de ganglios afectados. Por otra parte, los ganglios linfaticos son mas
dificiles de encontrar en los pacientes ancianos, obesos y en los que han recibido tratamiento

adyuvante (87).

4.1.7 Depdsitos tumorales en grasa (DTs)

Los DTs son grupos de células tumorales que se encuentran situados en el area de
drenaje linfatico del tejido adiposo pericdlico y/o perirrectal de un tumor primario (lejos del
borde de ataque del tumor infiltrante) que no se pueden identificar como nddulos

metastasicos en si (88).

Estos depdsitos tumorales pueden representar una diseminacion discontinua del
tumor primario, invasion venosa con difusidén extravascular, o un ganglio linfatico totalmente

sustituido (87).
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Los estudios que investigan el significado clinico de depdsitos tumorales en CCR han
encontrado que su presencia se asocia a un peor prondstico y una menor tasa de
supervivencia (88,89). Su origen se ha demostrado que es heterogéneo y se han clasificado en
dos grupos, por un lado los DT asociados a largas venas o nervios , que pueden representar
metadstasis “en transito” y se asocian con peor diagndstico, mientras que los DTs asociados a

canales linfaticos se asocian con metastasis ganglionar y mejor prondstico (89).

4.2 MARCADORES MOLECULARES

4.2.1 Familia del receptor del Factor de Crecimiento Epitelial Humano (EGFR o

HER, Human Epithelial Growth Factor receptor)

La familia de receptores EGFR estd compuesta por 4 receptores de union a dominios
tirosin-quinasa (HER 1, 2, 3, 4). Su activacion se produce mediante la fosforilacién reciproca de
los dominios intracelulares, resultante de un proceso de dimerizacidn entre receptores

desencadenado por la unién de la molécula ligando a su dominio extracelular (Figura 8).

EGFR o HER1 al fosforilarse, activa otras proteinas intercelulares implicadas en rutas de
sefializacion, como MAPK y PI3K, cuyo objetivo final es el control de la proliferacidn, apoptosis
0 angiogénesis entre otros. El gen EGFR se encuentra amplificado en el 65-70% de los casos de

CCR y esta implicado en procesos de tumorogénesis (90,91).

En modelos preclinicos, se comprobd que la inhibiciéon del receptor tenia actividad
antitumoral. Este hecho ha motivado el desarrollo de anticuerpos monoclonales destinados al
bloqueo del receptor, dos de los cuales, Cetuximab y Panitumumab, han llegado a la practica
clinica. Estos farmacos interfieren con la actividad catalitica del dominio citoplasmatico
alterando la sefalizacion. Hoy en dia se utilizan como agentes Unicos o en combinacién con

guimioterapia, y los resultados han mostrado un perfil de toxicidad aceptable (92).

HER 2 es menos relevante en CCR. Se encuentra amplificado entre el 2 y el 5% de los
casos. Dicha sobreexpresién no llega a los niveles necesarios para resultar predictiva de

respuesta al tratamiento con Trastuzumab, anticuerpo monoclonal frente a HER 2.

HER 3 se encuentra sobreexpresado en CCR con una frecuencia que varia entre el 36 y

el 89%, lo que se ha relacionado con una menor supervivencia global (92).
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En modelos preclinicos se ha relacionado la sobrexpresién de HER 2 y 3 con la
resistencia al tratamiento con terapias anti-EGFR. De hecho, lineas celulares resistentes a

Cetuximab exhiben una amplificacidn del gen HER2 (93).

El papel de HER 4 es el menos estudiado en CCR. Su sobrexpresion por IHQ se
encuentra en alrededor del 35% de los casos, habiéndose relacionado ésta con la existencia de

metadstasis ganglionares y con un peor prondstico (94).

4.2.2 VIAMAPK y PI3K

4.2.2.1 KRAS

La familia de genes RAS codifica proteinas asociadas a la membrana y de unién a
guanina. Estas proteinas, entre las que se encuentra KRAS, funcionan como interruptores
moleculares de las rutas de sefalizacidon intracelular y participan en el control de Ia
proliferacién celular, diferenciacion mediante la transduccién de sefiales extracelulares de

mitosis, migracion y apoptosis entre otras (91).

Dentro de las alteraciones que se producen en el gen, el 82% se deben a mutaciones
en el codon 12, el 17% ocurren en el codon 13, y el 1% restante suceden en el codon 61 o el
146. La sustitucion de Glicina por Valina en el codon 12 (p.G12D) produce una activacion
constitutiva de la proteina y estd presente en aproximadamente el 33% de los CCR (95) y se

considera un factor de mal prondstico (90,96).

Destacamos el papel predictivo de las mutaciones en KRAS en la respuesta el
tratamiento con Cetuximab, anticuerpo en terapia anti-EGFR. Los pacientes portadores de
mutaciones en KRAS no responden al farmaco (91,97) y la hipotesis mas aceptada es que la
activacion constitutiva de la via de seializacidn intracelular tras EGFR haria que los anticuerpos

dirigidos contra EGFR no tuviesen efecto (91).
4.2.2.2 BRAF

BRAF, miembro de la familia de quinasas RAF (A, B, C-RAF), es una serin-treonin
quinasa, principal efectora de KRAS en la via de las MAPK. Cuando BRAF es activada por KRAS,
ésta interactua con CRAF para activar a MEK, que a su vez extiende la sefial a la activacion de
ERK que finalmente se translocara al nucleo donde activara genes asociados a proliferacion,
crecimiento celular y supervivencia. En el CCR, BRAF se encuentra constitutivamente activa

debido a mutaciones en su estructura primaria entre un 5-15% de los casos (90). La alteracion
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activadora mds frecuente, que tiene lugar en mas del 80% de los casos, corresponde a una
sustitucion de la Valina en su posicién 600 por un Acido Glutdmico, p.V600E, provocando una
activacioén de la ruta. Los pacientes con CCR que presentan la mutacién p.V600E se ha visto
que tienen un peor prondstico y este fendmeno es mutuamente excluyente con la presencia

de mutaciones en KRAS en una misma célula (91).

Las mutaciones en BRAF constituyen un biomarcador en si para la terapia con
inhibidores de BRAF, muy efectivas frente a melanoma, pero que no muestran el mismo
resultado en CCR (98). Al igual que ocurria con las mutaciones en KRAS, las mutaciones en
BRAF se utilizan como factores predictivos negativos frente a inhibidores de EGFR como

Cetuximab y Panitumumab (90,91).
4.2.2.3 PIK3CA

En la wvia PI3K/AKT/mTOR/p70S6K o via fosfatidilinositol 3-quinasa, PI3K
(Phospholnositide 3-Kinase) es crucial en numerosos aspectos fisiolégicos como ciclo celular,

supervivencia, sintesis de proteinas, motilidad y angiogénesis.

La enzima PI3Kla, también llamada PIK3CA, es una quinasa lipidica formada por dos
subunidades: p85 la parte reguladora y p110 la subunidad catalitica. Esta enzima se activa por
receptores con actividad tirosin quinasa, como EGFR, HER2, el factor de crecimiento de
insulina (IGFR) o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) y asi como por la
activacion de KRAS (91). Cuando p85 esta unida al grupo fosfato del receptor transmembrana,
se produce un cambio conformacional sobre p110 que interactia con moléculas de fosfatidil
inositol 3,4 difosfato (PIP,) convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato (PIPs), que activa a AKT, aumentando la proliferacidn celular y la supervivencia (99)

(Figura 8).

Se han observado mutaciones de PIK3CA en multitud de tumores, incluyendo
glioblastoma, gastrico, mama, ovario, de pulmén y CCR (100). El gen PIK3CA, codifica la
subunidad catalitica p110a de la enzima PIK3CA. Se sabe que mas del 80% de las mutaciones
detectadas en PIK3CA aparecen en dos puntos calientes (zonas definidas dentro del genoma
que presentan una elevada frecuencia de mutacién), el dominio helicasa del exén 9 (codon 542
y 545) y el dominio quinasa en el exdn 20 (codon 1047). Concretamente, en pacientes con CCR

metastasico, estas mutaciones son detectadas entre 15-20% de los casos (91).
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Existe gran discrepancia sobre el valor predictivo de las mutaciones de PIK3CA como
biomarcador de respuesta a terapias anti-EGFR, aunque los primeros estudios que se
realizaron por Sartore-Bianchi y colaboradores sugieren que estas mutaciones se pueden

asociar con una resistencia a inhibidores de EGFR (101).

Proliferacion, supervivencia, migracion, apoptosis y metabolismo

Figura 8. Ruta de sefializacion a través de receptores tirosin quinasa. Tras la unién de los ligandos
extracelulares, el receptor tirosin quinasa se dimeriza y se produce la autofosforilacién de los dominios
tirosina. A estos residuos fosfato se uniran a proteinas Intracelulares, tales como PI3K y RAS, entre otras.

4.2.3  PROTEINAS IMPLICADAS EN LA REPARACION DEL ADN

4.2.3.1 P53

TP53 es un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) que codifica un
factor de transcripcién nuclear compuesto de aproximadamente 20.000 pares de bases, 393
aminodacidos con un peso molecular de 43.700 Dalton y se distribuye en 11 exones

(42,43,102,103).

Fue descubierta inicialmente en 1979 como una proteina de unién a un oncogén viral
(104), SV-40, por lo que se pensd que era un oncogén en si. Desde entonces se ha establecido
que tiene un papel fundamental como gen supresor de tumores y ha sido cominmente

Ill

denominado el “guardian del genoma”. La inactivacidon de p53 predispone a las células a una

transformacion maligna en modelos de roedores y en enfermedades clinicas en humanos,
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como el sindrome de Li-Fraumeni; este ultimo caracterizado por mutaciones en la linea

germinal de p53 (42).

Varios factores en respuesta al dafio celular, como dafio al ADN, hipoxia, farmacos
citotdxicos o radiacidn entre otros estimulan su expresion. Estas sefiales son detectadas por
una serie de sistemas de reconocimiento (ATM/ATR/DNA-PK/Chk1/Chk2/INK) que provocan la
modificacién postraduccional de algunos de los dominios de p53, principalmente el amino
terminal y el carboxilo terminal por medio de fosforilacién, ubiquitinacion, metilacién,
acetilacién y sumolizacién. En condiciones normales, p53 se encuentra en su forma inactiva a

bajas concentraciones, mientras que en situaciones de estrés, se activa y estabiliza (105).

La forma inactiva de la proteina estd regulada por varios mecanismos de
retroalimentacion negativa. En primer lugar por medio de MDM2, una ligasa E3 de ubiquitina
qgue se une a p53 (106,107). La interaccidén con el dominio N-terminal lleva a modificaciones
postraduccionales en el dominio C-terminal que produce el marcaje en p53 para su posterior
degradacion en el proteosoma (107). La proteina p53 regula ademas el gen de la Ciclina B, que
junto a la fosfatasa PP2A elimina las fosforilaciones de MDM2, aumentando su actividad, y
reduciendo por tanto los niveles de p53 (108). p53 también regula la expresién del gen Wip-1,
qgue codifica una fosfatasa que inhibe la actividad de p38 quinasa (MAP kinasa). La
defosforilacion de p38 hace que no fosforile a p53 disminuyendo su actividad. Wip-1 ademas

de defosforilar a p53, también lo hace a ATM, ATR, Chk2 y Chk1 y regula a p21 (109).

En situaciones de estrés, una vez activa, p53 forma un complejo tetramérico con
secuencias especificas de ADN de algunos genes implicados en paradas en el ciclo celular,
reparacion del dafio en el ADN, inhibicién de la angiogénesis e induccién de la apoptosis. Si se
detecta un dafo leve, detiene la progresion del ciclo celular para que pueda ser reparado y
posteriormente reiniciarlo, modificando la expresidn de genes y factores de transcripcidn, que
junto con p53, desencadenardn sefiales de reparacidn. La parada en la progresion del ciclo
celular estaria relacionada con la induccion de p21, un inhibidor de los complejos ciclina-CDK2
y ciclina-CDK4. En respuesta a agentes que dafian el ADN, p53 induce la sintesis de p21, el cual
inactiva los complejos ciclina A/E CDK2 y ciclina D1/D2/D3-CDK4, impidiendo la transicion de
G;a S (110).

Si el dafio no consigue ser reparado o dura demasiado tiempo, p53 envia sefiales de
muerte celular programada, sefiales proapoptodticas (111), disminuyendo la posibilidad de que

las células con el dafio (mutaciones) sobrevivan y contribuyan a la formacidon de un posible
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tumor. Por esta razén se le denomina coloquialmente como el “guardian del genoma”, ya que
actua como controlador del ciclo celular, iniciador la apoptosis, preservador de la estabilidad

genética y como promotor de la diferenciacion celular (42,43,102).

En el caso que p53 no sea funcional, por tratarse de una proteina mutada o por estar
unida a proteinas virales como LTA del virus SV40, puede permanecer inactiva frente a un dafio

celular y consecuentemente se produciria una proliferacion celular descontrolada (104).

En cuanto a la estructura de la proteina, esta formada por 393 aminodcidos agrupados

en cuatro dominios funcionales. Esta estructura queda reflejada en la Figura 9.

El dominio aminoterminal, hasta el aminodacido 102, posee actividad transactivadora

de genes diana. Interacciona con la ARN polimerasa y aumenta la transcripcion.

El dominio de unién al ADN, que comprende los aminoacidos 102-293, es una zona

denominada Core, resistente a la accion de enzimas proteoliticas e interacciona con el
antigeno mayor del virus SV40. Es la secuencia mas conservada, y tiene la funcion de
reconocimiento y unién al ADN (112). La presencia de mutaciones o su interaccién con otras
proteinas hardn que p53 no sea capaz de unirse al ADN y permanezca inactiva. El gran
problema de este dominio es que en él se encuentran el 80% de las mutaciones puntuales
detectadas en tumores (113). La estructura terciaria, descubierta en 1994, esta formada por
dos laminas B antiparalelas, dos grandes bucles L2 (aminodacidos 163-195) y L3 (aminoacidos
236-251) y un motivo loop-lamina-hélice al final del dominio. Los loops de dicha estructura
estan coordinados por un atomo de zinc, muy importante para la estructura y estabilidad de la
molécula, coordinado tetraméricamente por tres cisteinas y una histidina (Cys176, His179,
Cys238 y Cys242) (114). Una mutacién puntual en los aminodcidos de la estructura del dominio
de unién también es importante, ya que podria originar una inestabilidad estructural o incluso
el no reconocimiento de la secuencia especifica de ADN, si se tratara de los aminoacidos que
interaccionan directamente con el ADN, como son las argininas 248 y 273 (113,115). En 2006,
se resolvid la estructura cuaternaria de cuatro dominios centrales unidos a una determinada

secuencia de ADN formando un tetramero (116).

El dominio de tetramerizacién esta localizado entre los aminoacidos 320-360 y es

responsable de la formaciéon del tetrdmero (115). Esta regidn se une a cada uno de los
dominios centrales. Se sabe que mutantes en esta region muestran una proteina
citoplasmatica, por lo que no puede efectuar sus funciones como factor de transcripcion en el

nucleo.
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El dltimo dominio, carboxilo terminal, se localiza entre los aminoacidos 363-393 vy

contiene multitud de sitios que son modificados postraduccionalmente ante una sefial de
estrés (ubiquitinacidn, sumolizacion, fosforilacidn, acetilacién y glicosilacidn). Gracias a su

contenido en residuos basicos se une al ADN para regular la actividad del dominio central

(117).
175 248 273 282
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Figura 9. Estructura de p53. Representacion esquematica de los dominios de p53, en el que se sefialan
los aminodcidos mdas propensos a mutaciones, asi como el porcentaje de mutaciones sufrido segin el
dominio. Adaptada de (107).

TP53 es el gen supresor alterado con mayor frecuencia en neoplasias y estda mutado en
la mitad de los tumores sélidos conocidos, aunque la frecuencia de mutacién difiere segun el
tipo de cdéncer. En cancer de ovario y CCR se situa entre el 40-50% de los casos.
Especificamente en CCR, a medida que el tumor avanza desde el punto de vista histolégico, la
frecuencia de mutacién en este gen aumenta. Asi, los adenomas presentan una frecuencia de
mutacion del 4-26%, los adenomas con focos invasivos un 50% y los carcinomas un 50-75%
(3,43). Alrededor del 90% de las mutaciones encontradas se encuentran en la regién entre los
codones 125-300. Concretamente, las mutaciones descubiertas en CCR afectan principalmente
a una serie de aminoacidos: 132-142, 151-159, 172-179, 237-249 y 272-286, localizados en la
regién de unidon al ADN (Figura 9). Los residuos mutados afectaran a la habilidad de p53 de
unirse a sus secuencias promotoras del ADN (107). En la mayoria de estas mutaciones (87,9%)
se produce un cambio en un Unico nucledtido, provocando la aparicién de un codon que
codifica un aminodcido diferente. Esto puede generar una proteina incapaz de cumplir su

funcidn.

La sobreexpresion de proteina p53 se comporta como un factor prondstico de riesgo y
constituye un factor predictivo negativo de respuesta a la mayoria de los tratamientos. En
pacientes sometidos a una reseccion tumoral curativa, y donde TP53 se encuentra mutado, la

frecuencia de recidiva es mayor y el intervalo libre de enfermedad es menor (118).
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4.2.3.2 ERCC1

La proteina de reparacién por escision del grupo de complementacion cruzada 1,
ERCC1, estd implicada en el proceso de reparacion por escisién de nucledtidos. Forma un
heterodimero con XPF, complejo responsable de la escision de la hebra dafada (119). Una
proteina ERCC1 funcional es esencial para reparar los aductos de ADN formados por farmacos
basados en platino y se ha visto que esta implicada en la sensibilidad al farmaco in vitro. Sin
embargo, un nivel de expresién elevado del gen ERCC1 se correlaciona con una peor
supervivencia global tras la terapia basada en 5-FU/Oxaliplatino en pacientes con CCR
avanzado, sugiriendo el papel de ERCC1 como determinante de la sensibilidad al tratamiento

(120,121).

4.2.3.3 Proteinas del sistema Mismatch Repair

La pérdida de expresion de las proteinas MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, MSH6, o MLH3,
implicadas en la reparacién del ADN, y consecuentemente la apariciéon de inestabilidad de
microsatélites, sigue siendo uno de los marcadores moleculares mas estudiados en el CCR,
analizados por inmunohistoquimica. En casos de CCR esporadico, en los casos donde se
encontré mas de un 30% de inestabilidad de microsatélites, eran debidos a la inactivacién de
MLH1 en el 95% de los casos, y MLH2 y MLH6 en porcentajes menores, 5 y <1%
respectivamente. Esta alteracion molecular da lugar a una enfermedad con mejor prondstico y
un menor beneficio del tratamiento adyuvante con 5-Fluorouracilo en enfermedades con fase

Il asi como un mayor beneficio obtenido del tratamiento con Irinotecan (122).

5. TRATAMIENTOS

Una vez determinada la fase del CCR en la que se encuentre el paciente, el especialista
recomienda al paciente el plan de tratamiento mas adecuado. Los protocolos existentes en los
hospitales, son empleados de forma generalizada y son aplicados en funcién de la extension

del tumor y de las caracteristicas y el estado general del paciente.

5.1 TRATAMIENTO ADYUVANTE

El tratamiento adyuvante es un tratamiento sistémico administrado tras la reseccion
del tumor primario con el objetivo de reducir el riesgo de recaida y muerte del paciente. El tipo

de tratamiento en cédncer de colon depende principalmente de la fase en la que se encuentra
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el tumor, pero también de acuerdo a las caracteristicas del paciente, como edad o estado

funcional.
5.1.1 Tratamiento con radioterapia

La terapia neoadyuvante se ha convertido en el tratamiento estandar para los tumores
de recto localmente avanzados en la ultima década. Los beneficios de la quimiorradiacion
neoadyuvante incluyen regresion tumoral, descenso de fase y mejor resecabilidad, pero no se

ha observado un aumento en la supervivencia global (123)
512 FasesOyl

En los tumores en fase 0 generalmente se realiza una escisidon local o una simple
polipectomia endoscdpica, que es un procedimiento diagndstico ambulatorio que permite la
extraccién de podlipos mientras se realiza una endoscopia. Si el tumor estd en fase | el tipo de
tratamiento estdndar consiste en una reseccién quirdrgica mas amplia con anastomosis. Hoy
en dia, la cirugia en esta fase tiene un buen prondstico, y no suele recomendarse terapia

adyuvante (124).
5.1.3 Fasell

Cuando un tumor es diagnosticado en fase I, el primer paso es realizar una cirugia
amplia con anastomosis. La gran incdgnita con estos pacientes es si se debe 0 no suministrar
guimioterapia adyuvante, ya que no se sabe con seguridad si es beneficiosa o no para el
paciente (125). De hecho, un estudio denominado MOSAIC (Multicenter International Study of
Oxaliplatin/5-Fluorouracil/Leucovorin in the Adjuvant Treatment of Colon Cancer, Estudio
Internacional Multicéntrico de Oxaliplatino/5-Fluorouracilo/Leucovorina en el tratamiento
adyuvante del cancer de colon) realizado en 2006 por Andre y colaboradores con pacientes en
fase I, no mostré mejoras en la Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) ni en la Supervivencia

Global (SG) al ser tratados con quimioterapia adyuvante (126).

Por el contrario, algunos estudios han demostrado que existe un pequefio beneficio de
supervivencia de 1% a 5% al incluir terapias adyuvantes en los pacientes con tumores en fase Il
de alto riesgo. Dada la diversidad de respuesta, es recomendable determinar el riesgo de
recurrencia de los pacientes. Se ha considerado que el grado de penetracién de las células
tumorales a través de la mucosa es el factor que determina el alto o bajo riesgo, incluyendo a

los pacientes en fase IIB en el grupo de alto riesgo. Tal vez el andlisis de marcadores
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moleculares (como la presencia de inestabilidad de microsatélites y la pérdida de
heterocigosidad de los alelos 18q) en combinacidn con las caracteristicas histopatoldgicas de
alto riesgo ayudarian a aumentar la especificidad de la clasificacién de los pacientes e

identificar subgrupos que se beneficiarian de la terapia adyuvante (127).

5.1.4 Faselll

El papel de la terapia adyuvante en la fase lll del CCR esta bien definido. Durante las
ultimas décadas los proyectos MOSAIC y NSABP (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel
Project, Proyecto C-07 Nacional de Cirugia Adyuvante en el Cancer de mama e intestinal) han
sido los encargados de disefar ensayos clinicos a gran escala con la finalidad de mejorar los
tratamientos de cancer de colon y mama (128). De hecho, el primer estudio prospectivo
aleatorio para investigar el papel de la quimioterapia adyuvante en el manejo del cancer de
colon resecado con intencidn curativa, fue realizado en la década de los setenta, y en él se
demostré que la quimioterapia adyuvante brindaba un beneficio significativo en la SG y SLE en
pacientes con cancer de colon en fase Il y Il (129). Esto llevé a la aprobacion por parte de la
Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA) de varios

compuestos utilizados como monoterapia o en combinacion.

5.1.4.1 FOLFOX 4 (5-FU/Leucovorina/Oxaliplatino).

5-Fluorouracilo (5-FU) fue el primer farmaco que demostré un beneficio en términos
de supervivencia frente a sdélo cirugia. En los afios 90 se realizaron diversos ensayos clinicos
gue demostraron que 5-FU asociado a inmunomoduladores como Leucovorina (LV, folato que
estabiliza la interaccion de 5-FU con la enzima timidilato sintetasa) o Levamisol (derivado
sintético del imidazotiazol) conseguia un aumento en la SLE y SG (130). Los resultados del
ensayo MOSAIC y NSABP confirmaron posteriormente un beneficio en la SLE con la adicién de
Oxaliplatino en las terapias de 5-FU/LV (131). De este modo, en el afio 2004, la FDA aprueba el
uso de 5-FU y Leucovorina (infusidon) en combinacién con Oxaliplatino (inyeccién) como terapia
adyuvante en pacientes con cancer de colon en fase Ill (Eloxatin™, Sanofi-Synthelabo, Inc.). La
combinaciéon 5-FU/LV/OXA recibié la denominacion de esquema FOLFOX 4, y se comprobd que
aumentaba la SLE a 5 anos y que los pacientes presentan una SG de 6 afios. Sin embargo, no se

detectan diferencias en la SLE y SG en los pacientes con tumores de colon en fase Il (132).
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5.1.4.2 Capecitabina

Capecitabina es el profarmaco de 5-FU, y su administracién se realiza por via oral. El
estudio de Capecitabina como terapia adyuvante comenzé en 1998 en un ensayo clinico
denominado X-ACT, que comparaba el uso de Capecitabina con el esquema 5-FU/LV. La
administracion de Capecitabina se mostré equivalente a la de 5-FU/LV en términos de SLE,
observandose una SLE de 3 afios, que en otro estudio posterior aumentd a una SLE de 5 afios
(133). Por ello, la FDA aprueba Capecitabina en el afio 2005 como monoterapia adyuvante en
pacientes con cancer de colon en fase Ill (Xeloda®, Hoffman-La Roche Inc.). Ademds presenta
la ventaja de ser administrada de forma oral, a diferencia de 5-FU que es administrado por via
intravenosa. Este tipo de terapia se recomienda en los pacientes que requieran por algin

motivo una terapia basada en fluoropiridimidinas exclusivamente.

5.1.4.3 XELOX (Capecitabina/Oxaliplatino)

Hoy en dia se considera al esquema FOLFOX 4 como tratamiento estandar para el CCR
en fase lll; sin embargo, ensayos de seguridad y eficacia en la combinacion Capecitabina y
Oxaliplatino (XELOX) han demostrado un beneficio en la SLE frente a 5-FU/LV, y menores

efectos secundarios (134).

5.1.4.4 Irinotecan

Ha sido aprobado para su uso de forma individual o en combinacién con otros
compuestos para el tratamiento de cancer de colon en fase Ill y metastasico, incluso en
recidivas o en algunos tipos de tumores en los que otros tipos de tratamientos no han
resultado beneficiosos. Sin embargo, ensayos adyuvantes incorporando Irinotecan en

combinacion, no mostraron una mejora significativa en la SLE (127).

5.2 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD METASTASICA

En cuanto al tratamiento de la enfermedad diseminada, pacientes en fase IV, se han
conseguido importantes avances en los ultimos afios. En estos casos, hay ocasiones en las que
se puede aplicar una reseccidn quirlirgica completa de las metastasis y otras veces no, debido
a estados muy avanzados de la enfermedad. Cuando es posible la cirugia, la supervivencia se
prolonga significativamente. Hasta la fecha existen varios compuestos y esquemas de

combinacidén de farmacos aprobados por la FDA para su uso en cancer de colon en fase IV.
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Oxaliplatino, en combinacién con 5-Fluoruracilo y Leucovorina (FOLFOX 4) es
considerado también como régimen de eleccién en el tratamiento del cdncer colorrectal

metastasico.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos agentes dirigidos a dianas terapéuticas

especificas destinados a mejorar la eficacia de los farmacos ya existentes.

5.2.1 Bevacizumab

Es un anticuerpo monoclonal que inhibe el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), evitando la formacion de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). Bevacizumab fue aprobado por la FDA en el afio 2004
como primera linea de tratamiento para pacientes con CCRm (Avastin®, Genentech, Inc.).
Varios ensayos clinicos en fase II/Ill han demostrado que la adicidon de este farmaco a la
quimioterapia basada en 5-FU mejoran la SG, supervivencia libre de progresién (SLP) y la tasa
de respuesta en comparacion con la quimioterapia sola (135,136). En el afio 2006, la FDA
aprueba el uso de Bevacizumab en combinacién FOLFOX 4 como segunda linea de tratamiento

del CCRm.

5.2.2 Cetuximab

Es un anticuerpo monoclonal que inhibe el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR). Ha ofrecido un beneficio adicional a los
pacientes con CCRm mejorando la SG de una media inferior a seis meses a una supervivencia
de aproximadamente 24 meses (53). En el afio 2004, la FDA aprobd su uso en combinacién con
Irinotecan para el tratamiento de pacientes con CCRm que expresan EGFR (Erbitux®, Imclone
Systems, Inc.). En el afio 2007, se aprueba su uso como monoterapia para el tratamiento de
pacientes intolerantes o refractarios a las terapias basadas en Irinotecan. Posteriormente, un
ensayo clinico en fase Il CRYSTAL, demostré que el tratamiento de primera linea con
Cetuximab mas FOLFIRI (Leucovorina, 5-FU e Irinotecan) reducia el riesgo de progresion del
CCRm en comparacién con FOLFIRI solo. Ademas, posteriormente se confirmé que el beneficio
de Cetuximab se limitaba a aquellos pacientes con KRAS no mutado (137). En julio del 2012, la
FDA aprueba su utilizacién en combinaciéon con FOLFIRI como primera linea de tratamiento de

pacientes con CCRm con KRAS silvestre.
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5.2.3  Panitumumab

Es un anticuerpo monoclonal 1gG2 cuya diana es también EGFR. Fue aprobado en el
afio 2006 (Vectibix™; Amgen, Inc.) para el tratamiento de pacientes con CCRm que expresan
EGFR, tras un ensayo donde los pacientes tratados con Panitumumab mejoraban la SLP (138).
Recientemente, la combinacién de Panitumumab en primera linea con FOLFOX 4 y en segunda

linea con FOLFIRI ha demostrado un beneficio de la SLP en pacientes con KRAS silvestre (139).

6. MECANISMO DE ACCION DE 5-FLUOROURACILO

5-FU es una fluoropirimidina que pertenece a la familia de los farmacos
antimetabolitos, que se ha consolidado como agente quimioterapéutico desde hace 60 afos
(140). Se ha demostrado su actividad contra una variedad de tumores sélidos, incluyendo
cabeza y cuello, mama, prdstata, pancreas, higado, carcinomas del tracto genitourinario y

gastrointestinal (140,141).

5-FU es analogo de un sustrato metabdlico natural de la célula, la base pirimidinica
uracilo, en la que se sustituye un dtomo de hidrédgeno en la posicion 5' del anillo de pirimidina
por un atomo de fllor. Capecitabina es el profarmaco de 5-FU que se transforma a través de

carboxilesteraras del plasma, higado y el propio tumor en 5-FU.

El farmaco 5-FU se transforma a sus metabolitos activos, 5-fluoroUTP (5-FUTP) vy
5-fluoro-2'-deoxiuridina-5'monofosfato (FAUMP). Si el farmaco se administra oralmente, en el
caso de Capecitabina, esta se metaboliza en el higado a 5’-DFUR, que se transformara a 5-FU.
5-FU se transforma en 5-FUTP que se incorpora al ARNm impidiendo su traduccién. Ademas de
ello, 5-FU, se convierte en 5-fluorodeoxiuridina (FudR) que, posteriormente, es fosforilada por
la timidina quinasa (TK) en FAUMP. FAUMP inhibe a la enzima timidilato sintasa, que cataliza la
sintesis del desoxitimidina-5'-monofosfato (dTMP) a partir de 2’-deoxiuridina-5-monofosfato
(dUMP) (122,142). FAUMP actua compitiendo con el sustrato natural dUMP de la enzima. Esto
conlleva una disminucion de los niveles de dTMP (timina) y por consiguiente de
desoxitimidina-5'-trifosfato (dTTP), necesario para la sintesis de ADN. La incorporacion de
dUTP en el ADN altera la estabilidad de la hebra, conduciendo a la inhibicién de la sintesis del
ADN y por tanto, a la induccidn de muerte celular (141,142) (Figura 10. Mecanismo de accién

de 5-Fluorouracilo.).
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Figura 10. Mecanismo de accién de 5-Fluorouracilo.

7. MECANISMO DE ACCION DE IRINOTECAN

Irinotecan (IRI) fue desarrollado como un derivado hidrosoluble semisintético de la
camptotecina, un alcaloide extraido de un arbol de China (Camptotheca acuminata). Este
extracto poseia actividad antitumoral in vitro y en ciertos modelos experimentales (143,144).
IRl es un farmaco antineoplasico intravenoso, inhibidor de la topoisomerasa |, enzima
necesaria para la separacion de la doble cadena del ADN durante los procesos de replicacién y
transcripcién. Esta inhibicion conlleva a la muerte celular y es la base de su efecto
antineoplasico (145). La topoisomerasa | alivia la tension de torsion de la doble hélice de ADN
durante la replicacién y la transcripcion. Actua rompiendo de forma transitoria una de las
cadenas de la doble hélice, formandose un complejo ADN- topoisomerasa |, y volviéndola a

soldar (143).

Irinotecan es un profarmaco que se metaboliza, tanto en el exterior como en el interior
celular en su metabolito activo, SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina), a través de las
carboxilesterasas CES1 y CES2 (146). IRl y SN-38 pueden ser transportadas al exterior celular a
través de las proteinas transportadoras ABC (ATP-binding cassette) (144,146). Ademas, IRl y
SN-38 pueden ser inactivados por el citocromo P450 o la uridina difosfato glicosiltransferasa,
respectivamente. Si SN-38 se une a su diana, la topoisomerasa, interfiere con la sintesis de

ADN vy en los procesos de reparacion, provocando la muerte celular.

El metabolito SN-38 posee una potencia 1.000 veces mayor en la inhibicion de la
topoisomerasa | y 2.000 veces mayor desde el punto de vista citotdxico al compararlo con

Irinotecan.
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8. MECANISMO DE ACCION DE OXALIPLATINO

Oxaliplatino (trans-1-diaminociclohexano oxalato platino 1) es un farmaco
antineopldsico sintetizado por primera vez en Japén por Y. Kidani y desarrollado
posteriormente en Francia durante los afios 80 (147). Es un derivado del platino de tercera
generacidn analogo del cisplatino, que contiene un anillo 1,2 diamino-ciclohexano y un grupo

oxalato.

Se trata de un compuesto clasificado como agente alquilante y su accién deriva del
dafio ocasionado en la molécula del ADN, al provocar rotura de las cadenas de ADN y la
formacién de uniones intra e intercadena mediante enlaces covalentes con los nitrégenos en
posicion 7 de los anillos imidazol de las guaninas y adeninas. En la Figura 11 queda
representada la estructura del farmaco, asi como las posibilidades de aductos formados por
éste. Pueden darse roturas tanto en la misma hebra como en hebras distintas. Los enlaces
intrahebra se forman entre las posiciones N7 de dos guaninas adyacentes (GG) en un 60-65%
de los casos, adenina-guaninas adyacentes (AG) en torno al 25-30% de los casos, y guaninas
separadas por un nucleétido intermedio (GNG) que suponen un 5-20%; y los enlaces
interhebra entre dos guaninas son del 1-3%. De este modo, impide la replicacién y
transcripcién genética. Esta accion se ha comprobado que es mds citotdxica que las que se

generan por la accién de otros derivados del platino (148).
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Figura 11. Estructura del farmaco Oxaliplatino y formacion de enlaces en la cadena de ADN. Adaptado

de Esteban-Fernandez y cols. (149).
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En Europa, Oxaliplatino fue aprobado por primera vez en 1996 y en EEUU, la FDA lo
autorizé en 2002 como tratamiento de primera eleccion en CCR metastasico, tras demostrar
en dos estudios aleatorizados un incremento significativo de la tasa de respuesta (hasta del
50%), asi como de la supervivencia libre de enfermedad (de 9 frente 6 meses) en combinacion
con 5-FU y LV. Fue evaluado in vitro e in vivo, como agente Unico y en combinacién con 5-FU

en varios modelos tumorales como el de mamay colon (131,132).

9. MECANISMOS CELULARES DE SENALIZACION DE DANO EN EL ADN

Con el fin de preservar la integridad celular y la estructura de la molécula de ADN, y
tras dafios provocados por irradiacion o por agentes como Oxaliplatino (OXA), las células
poseen mecanismos capaces de detectar el daio y posteriormente repararlo. En un principio,

se activan las vias de sefializacién de dafio en el ADN que se explican a continuacion.
9.1 ViAS DE SENALIZACION DEL DANO EN EL ADN

Cuando se produce un dafo en la cadena de ADN, como ocurre con el tratamiento
quimioterapéutico con OXA, la célula inicia una respuesta coordinada (DNA damage response,
DDR), cuyo objetivo principal es la reparacién de ese dafio y el mantenimiento de la integridad
gendmica, a través de la accidn de sensores, transductores y efectores. Ademds de poner en
marcha mecanismos de reparacion, se puede detener el ciclo celular, activar programas de
transcripcién, e incluso desencadenar la muerte celular programada (apoptosis) o la

senescencia (150).
Existen diversas proteinas que se movilizan inmediatamente tras el dafio en el ADN.
9.1.1 Iniciacidn de la sefial

Al inicio del dafio en la cadena de ADN, el complejo MRN es activado. Este complejo,
formado por las proteinas MRE11-RAD50-NBS1, actia como sensor de dafio en la cadena
doble (doble strand break, DSB) (151). El modelo actual propone que cuando se produce DSB,
NBS1 es capaz de interaccionar con ATM, quinasa importante en el inicio de la respuesta, a
través de su extremo C-terminal y atraerla a los DSB inmediatamente después del dafio,

gracias a que ATM esta en contacto activo con la cromatina (152).

MRE11 es una proteina que se une y repara el ADN por su actividad 3-5"exo y
endonucleasa. Ademas se une a NBS1 y RAD50, manteniéndolas unidas en la cadena rota de

ADN (153). Se ha demostrado que mutaciones en MRE11 estdn presentes exclusivamente en
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aquellas lineas celulares con un sistema de reparacion mismatch deficiente y dichas

mutaciones se han asociado con errores en los puntos de control de la fase S (154).

Aunque el complejo MRN juegue un papel importante, no es suficiente, y requiere la
colaboracién de multiples factores. Existen diversos complejos enzimaticos de transduccién de
la sefial que son movilizados inmediatamente en respuesta al dafio en el ADN. Los mas
significativos y estudiados son las quinasas ATM (Ataxia-Telangiestasia Mutated), ATR (Ataxia
Telangiectasia and Rad3-related) y DNA-PKcs (DNA Protein Kinase catalytic subunit). Las tres
transmiten el mensaje por la via mas clasica de sefializacidn: la fosforilacién de proteinas. La
transmision de la sefal es debida a modificaciones postraduccionales que activan complejos

enzimdticos y promueven interacciones proteina-proteina en una cascada de activaciones.

La familia de las PIKKs (PI-3-Kinase-Related-Kinases), por su homologia con la
fosfatidilinositol-3-quinasa (Phosphatidylinositol-3-Kinase, PI13K) esta formada por ATM, ATR,
DNA-PKcs, mTOR (Mammalian target of rapamycin, diana de la rapamicina) y SMG1. Estas
proteinas tienen en comun un dominio C-terminal fosfatidilinositol-3"-OH del tipo quinasa, lo
gue hace que actien como proteinas quinasas (152). Estas proteinas cumplen su funcidn
mediante fosforilacion de residuos serina y/o treonina, preferencialmente seguidos por un
glutamico (sitios [S/T] Q). Son proteinas de pesos moleculares inusualmente altos (entre 300 y

500 kDa), en las que el dominio quinasa esta altamente conservado (155).

La proteina ATM fue identificada como el producto del gen mutado en la enfermedad
genética humana ataxia telangiectasia (156). En las células intactas, se encuentra formando
dimeros inactivos que se disocian en mondmeros activos tras autofosforilarse en serina 1981,
resultado de la aparicion de dafio por rotura de la doble cadena de ADN. Consecuentemente,
ATM se recluta hacia el dafio por interaccién directa con el dominio C-terminal de la proteina

NBS1 (152,155,157).

La activacion de ATM se produce en respuesta a rupturas de doble cadena y conlleva la
rapida fosforilacién de una multitud de proteinas que estdn implicadas en la reparacién del
ADN y en otros procesos. Una de éstas es NBS1, que adquiere fosforilaciones dependientes de
ATM en dos sitios (serina 278 y serina 343). Entre otros sustratos de ATM, la histona H2A.X,
variante de la histona H2A, es considerada uno de los marcadores mds tempranos de la
sefializacién tras dafos en la cadena doble (158). La histona H2A.X es fosforilada en serina 139
y pasa a denominarse yH2AX. A través del reclutamiento de factores de reparacion al lugar del

dafio, la fosforilacion de la histona H2A.X es amplificada, y tiene como consecuencia la
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formacién de focos nucleares en los lugares con roturas de doble cadena visibles incluso bajo
el microscopio (155,159). Tras este primer paso inicial, una serie de proteinas mediadoras se
reclutan a los puntos del ADN dafado. La ubiquitin ligasa RNF8 se une junto con la proteina
fosforilada MDC1, y ubiquitina a yH2AX, facilitando la acumulaciéon de 53BP1 (p53 binding
protein-1) y BRCA1 en el lugar del dafo, siendo ambas proteinas sustratos de ATM en
respuesta a DSB del ADN. Todas estas proteinas, junto con YH2AX, se extienden cientos de

kilobases a lo largo de la cromatina, envolviendo el ADN dafiado (160,161) (Figura 12).
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Figura 12. Activacién del complejo proteico MRN y la proteina ATM.

La proteina ATR actua principalmente en roturas de una sola hebra. Cuando ocurren,
se recubren por la proteina de replicacion A (RPA), reclutando a complejos de ATR y ATRIP
(proteina que interacciona con ATR). La activacion de ATR/ATRIP requiere del complejo
proteico Rad17/9-1-1, esencial para la activacion de Chkl mediada por ATR (162) (Figura 13).
ATR también responde a dafios en el ADN de una sola cadena anormalmente largas. Estas
aparecen como consecuencia de una posible descoordinacién entre la maquinaria de
replicacion y el desenrollamiento en el avance de las horquillas durante la fase S. Asi, si las
horquillas de replicacién se bloquean en respuesta a alteraciones en la cadena, ATR mantiene
la estabilidad de los complejos replicativos necesaria para reanudar correctamente la sintesis
de ADN (163). Sin embargo, ATR, aunque con una activacién mas lenta, también lo haria en
respuesta a roturas de doble cadena, y posee dianas de fosforilacion comunes con ATM, como

los supresores de tumores p53 y BRCA1. Con lo cual, la funcion de ATR en respuesta a DSB
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seria cooperar con ATM en el mantenimiento de la fosforilacién de los distintos sustratos
(164). Esta quinasa también es capaz de fosforilar a H2A.X en respuesta al dafio del ADN

inducido por UV (165) o al estrés durante la replicacién (166).

RPA RPA RPA RPA RPA

Complejo 9-1-1

Figura 13. Activacién de la proteina ATR

Otra proteina quinasa, DNAPK, es un factor importante en la reparaciéon y sefializacion
del dafio tras las roturas en la doble hélice. Estda compuesta por dos subunidades de unién al
ADN (Ku70 y Ku86) y por una subunidad catalitica (DNA-PKcs). Las subunidades Ku70 y Ku80 se
unen al ADN fragmentado y posteriormente la subunidad catalitica es activada. Dicha
subunidad posee dos sitios de fosforilacién, por un lado treonina 2609, fosforilacién necesaria
para la reparacién de las roturas en la cadena doble y para la unidn al ADN junto con H2A X y
53BP1. Por otro lado, la fosforilacion en serina 2056 es causada en respuesta a dafio en la
cadena doble y es mediada por ATM (167-169). Las DNA-PKcs son capaces de fosforilar H2A.X
en los nucleosomas durante la fragmentacién del ADN en fenémenos de apoptosis (170) y
desempefia también un papel en la generacién de yYH2AX inducido por radiacién ionizante
(171). Por otra parte, las DNAPKcs tienen gran importancia en la reparacidn de las roturas de

doble cadena en la via de reparacién NHEJ (Nonhomologous End-Joining).

La proteina SMG1 (Suppressor with Morphological effect on Genitalia family member),
también pertenece a la familia de las PIKKs. Esta quinasa se ha visto que fosforila a p53 en
serina 15 y a su homdloga ATM. Estd implicada en mantener la calidad del ARNm, permitiendo

la degradacion de los transcritos que tienen codones de terminacion prematuros (172,173).

Otras quinasas activadas frente a dafio en el ADN son VRK1y TTK/hMPS1.
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La familia de quinasas humanas VRK (Vaccinia-Related Kinases) esta constituida por
tres miembros, dos de ellos cataliticamente activos, VRK1 y VRK2, y un tercero, VRK3 sin
actividad quinasa debido a sustituciones en aminodcidos clave dentro del dominio quinasa.
VRK1 es una quinasa principalmente nuclear, que fosforila a p53 en treonina 18, impidiendo la
interaccion con MDM2 y evitando asi su degradacidn (174). Esta activacion de p53 promueve a
su vez la degradacion de VRK1 (175,176). En condiciones de estrés, dicha activacion y posterior
degradacion se alteran, produciéndose un cambio en el balance p53/VRK1 que promoveria la
activacion mantenida de p53. Aunque la proteina VRK1 se expresa de manera ubicua, se ha
comprobado que su nivel de expresidon es mayor en lineas celulares tumorales que en lineas
celulares no tumorales (177). Se le atribuyen funciones de mantenimiento de la arquitectura

nuclear y de control de la proliferacién y la progresion del ciclo celular.

Su funcién en la DDR comienza fosforilando a 53BP1 en serina 25 y 29, sustratos
también de ATM, y colocalizando con ella en los focos del dafio. Se ha comprobado también
que VRK1 es necesaria para una total fosforilacién de H2A.X en serina 139 y que de hecho, la
falta de esta quinasa produce una DDR incompleta, siendo esencial para la completa activacién

de ATM y Chk2 de manera indirecta, ya que no son dianas de fosforilacién de VRK1 (176).

Otra quinasa implicada en la respuesta al dafio en el ADN es hMPS1 (Human Protein
Kinase Monopolar Spindle 1), también conocida como TTK y que participan en los puntos de
control de la mitosis, concretamente en la estabilizacién y activaciéon de p53 por fosforilacion
en treonina 18, contribuyendo a la estabilidad del genoma (178). Su papel en la DDR ha sido
estudiado en fibroblastos, donde tras el dafio activa Chk2 mediante la fosforilacién en treonina
68. En esta situacién, TTK se fosforila en treonina 288 por Chk2 (179) y forma focos de dafo
con YH2AX. Ademas, si los niveles de TTK se reducen, se producen fallos en el bloqueo de la
fase G,/M (179,180). Se ha visto que se sobreexpresa especificamente en cancer de mama
triple negativo y que si disminuyen sus niveles de expresién se potencian fendmenos de

apoptosis celular (181).

9.1.2 Amplificacion de la sefial

Existen mecanismos para retrasar el progreso del ciclo celular ante la presencia del
dafio de ADN. La via de sefializacién general conduce a la fosforilacion de diversas proteinas
cuyo objetivo es desencadenar la activacion de punto de control y la detencién del ciclo
celular, en G,/S y/o G,/M. Estos puntos de control del ciclo celular inducen detenciones

transitorias, lo que permite suficiente tiempo para la reparacién del ADN (157,158).
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Concretamente, una vez que ATM es activada tras DSB, efectla su actividad quinasa
fosforilando a la proteina p53 (serina 15) y a aquellas proteinas que interactian con p53,
MDM2 y Chk2. La induccion de p53 dependiente de ATM permite su estabilizacion, asi como la
activacion de genes diana implicados tanto en la parada del ciclo celular, reparacién del dafno

y/o apoptosis (155).

La idea mas aceptada es que tras la activacion de ATR y ATM, éstas fosforilan a sus
dianas respectivas: Chkl en serina 317/345 y Chk2 en treonina 68, por dafios en cadena
sencilla (SSB) o en la doble hélice respectivamente. Sin embargo, se ha demostrado que ambas
quinasas pueden ser fosforiladas tanto por ATM como por ATR (157,162). Mientras que la
activacion Chk2 se limita en gran parte a DSB, Chkl es activada por una diversidad de
estimulos (UV, tensiones de replicacién, agentes que dafian el ADN) a través tanto de ATR
como de ATM. En general, la activacidon de Chkl es iniciada por roturas del ADN en una sola
hebra (ssDNA) (162). Con el fin de controlar la sefializacién y proceder al bloqueo del ciclo

celular, ambas quinasas Chk1 y Chk2 fosforilan diversos sustratos de dichas rutas.

Una vez activadas, Chkl y Chk2 fosforilan y promueven la degradacion o el secuestro
de efectores, tales como las fosfatasas Cdc25 A, B y C, que activan las quinasas dependientes
de ciclina Cdk1, también llamada Cdc2, y Cdk2, a través de la defosforilacion de Tirosina 14 y
15 (162). Cuando Cdc25C se fosforila, aporta un sitio de unién para la proteina 14-3-3, que la
secuestra quedando atrapada en el citoplasma donde se producira su degradacién por el
proteosoma. De este modo, no puede entrar en el nicleo y defosforilar a Cdc2 y activarla.
Cdc2 sigue fosforilada y unida a la ciclina B inhibiendo el paso hacia la mitosis y provocando un
blogueo del ciclo en G,/M (162). La fosforilacién de la fosfatasa Cdc25A es una sefial de
ubiquitinacién, con la consecuente disminucidn en sus niveles de expresion, mediada por Chk1
o Chk2,y tiene como consecuencia el bloqueo en la fase S del ciclo celular, a través del
mantenimiento de la unién entre la ciclina E o A con la Cdk2, que es requerida para la sintesis
de ADN (157,162) (Figura 14). Las células que tienen mutaciones en esta ruta

(ATM/CHK2/CDC25A/CDK2) no tienen la capacidad para inhibir la sintesis de ADN (182).

Del mismo modo, Chk2 puede activar a p53 en condiciones de estrés, como en
respuesta a agentes que daifian el ADN, fosforilandola en serina 15. La consecuencia de esta
activacion es la induccion de la sintesis de p21 por parte de p53, entre otros genes respuesta,
cuya funcion es la inactivacién de complejos ciclina B/Cdk1, ciclina A/E Cdk2, y ciclina

D1/D2/D3-Cdk4, impidiendo la transicion de G, a Sy de G, a M (110).
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CDC25C CDC25A

Ciclina

Figura 14. Amplificacidn de la sefializacién del dafio a través de Chk1 y Chk2
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HIPOTESIS

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores con mayor incidencia y tasa de
mortalidad en los paises desarrollados. Actualmente los sistemas de clasificacidon, prondstico y
tratamiento de los pacientes estan basados en criterios anatomopatoldgicos y clinicos,
estandarizados para todos los centros hospitalarios. Sin embargo, lamentablemente dichos
criterios son incompletos y por tanto se puede producir una evaluacién incorrecta del
paciente. De este modo, la terapia, aplicada de forma inapropiada, puede provocar que sujetos
clasificados en una misma fase evolucionen en la enfermedad o respondan a un tratamiento

de manera diferente.

En lo referente al tratamiento quimioterapéutico, la resistencia a farmacos
antineoplasicos es un fendmeno comun en los pacientes con cancer, que limita la efectividad
de la quimioterapia. A pesar de que muchos tumores responden al inicio del tratamiento, en
muchas ocasiones aparece resistencia a la quimioterapia, con mayor predisposicion a una

futura metastasis (183).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos la siguiente hipédtesis y

objetivos concretos para la realizacidn del presente estudio.

HIPOTESIS

Considerando que pueden existir lineas celulares y cultivos primarios derivados de
pacientes resistentes y sensibles a los quimioterdpicos utilizados en clinica y que ademas
pueden poseer diferente capacidad migratoria e invasiva, a partir de su estudio se podrdn

determinar mecanismos moleculares que predispongan o faciliten estas propiedades celulares.

El descubrimiento de dichos mecanismos, podria aplicarse tanto para evitar el
desarrollo de resistencia a dichos farmacos, como para identificar nuevos criterios que
mejoren la evaluacién de los pacientes con CCR. Todo ello, facilitara el disefio de pautas mas

personalizadas tanto de tratamiento como de protocolo de seguimiento de dichos pacientes.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es identificar nuevas dianas moleculares

implicadas en mecanismos de quimiorresistencia e invasividad, para mejorar el tratamiento de

pacientes con cancer colorrectal y avanzar en la terapia individualizada.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Para ello, se llevan a cabo una serie de objetivos secundarios:

Determinar el grado de sensibilidad de lineas celulares establecidas de cancer
colorrectal y de cultivos primarios derivados de pacientes, frente a los farmacos
quimioterapéuticos utilizados en la clinica (5-Fluorouracilo, Capecitabina, Irinotecan y

Oxaliplatino) y SN-38, mediante ensayos de proliferacion celular.

Estudiar la capacidad de respuesta frente a dafos en la cadena de ADN causados por

Oxaliplatino en lineas celulares y cultivos primarios.
Analizar las mutaciones de los genes KRAS, BRAF y PIK3CA implicados en proliferacion
y crecimiento celular y de TP53, gen implicado en el dafio en la cadena de ADN de las

lineas celulares y cultivos primarios.

Realizar un andlisis diferencial del proteoma de las lineas celulares sensibles vy

resistentes a Oxaliplatino.

Determinar la capacidad de migracidn e invasividad de las lineas celulares y cultivos

primarios.

Explorar la utilidad clinica de los marcadores moleculares encontrados, empleando

muestras provenientes de pacientes con cancer colorrectal.
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MATERIALES Y METODOS

1. LINEAS CELULARES DE CANCER COLORRECTAL

Las lineas celulares de carcinoma colorrectal empleadas para la realizacion de este
trabajo fueron SW620, SW480, HCT 116, LS 174T, HCT-15, Caco-2, DLD-1, HT29, Colo 201, Colo
320y LoVo. Todas ellas fueron obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (American
Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, EE.UU.). La linea celular tumoral HGUE-C-1 se
obtuvo a partir de liquido ascitico de un paciente de 76 afios de edad con carcinoma
colorrectal y fue establecida por el Dr. Miguel Saceda en la Unidad de Investigacion del

Hospital General Universitario de Elche (HGUE-C-1).

Estas lineas celulares se mantuvieron en frascos de 25 y 75 cm? (Thermo Scientific,
Fisher Scientific, Madrid, Espafia) a 37°C en atmdsfera hiumeda con 5% de CO, Los medios de
cultivo empleados fueron. Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1940) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) para la linea celular DLD-1 y Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (GE Healthcare HyClone™, Europe GmbH, Friburgo, Alemania) para el resto de lineas
celulares. Estos medios de cultivo fueron suplementados con L-glutamina (Gibco®, Life
Technologies, Grand Island, NY) a una concentracién final de 2 mM, 50 U/mL de penicilina
(HyClone), 50 pg/ml de estreptomicina (HyClone), piruvato sédico (HyClone) a una
concentracién de 1 mM, tampdn HEPES (Thermo Scientific) a una concentracion 1 mM y suero

bovino fetal (SBF) (Laboratorios PAA GmbH Pasching) en una proporcién final del 10%.
2. CULTIVOS PRIMARIOS DE CANCER COLORRECTAL

La utilizacién de los cultivos primarios fue aprobada por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA)

el 26 de julio de 2010.

Los cultivos primarios fueron derivados de tumores sdélidos de pacientes afectados por
CCR, procedentes de cualquier zona afectada del intestino grueso: ciego, colon ascendente,

transverso, descendente, sigma o recto.

Para su obtencidn, se conté con la colaboracidon de distintos Servicios del HCUVA. El
circuito de recogida de muestras comenzd en la consulta de los pacientes, donde se solicité un
consentimiento informado para la utilizacién de sus muestras para fines cientificos. Tras la

operacion, la pieza quirurgica extraida se introdujo en el sistema de alto vacio (Tissue Safe,
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Milestone), donde se monitoriza la temperatura durante su traslado y se conserva a 4°C, para
ser enviada al Servicio de Anatomia Patoldgica. Una vez alli, los técnicos del Biobanco
recogieron dos muestras significativas del tumor, una para ser congelada y almacenada y otra
para fragmentar, digerir y procesar para obtener posteriormente el cultivo primario (Figura
15). Todas las muestras fueron analizadas por Servicio de Anatomia Patoldgica y debidamente
registradas por el personal del Biobanco. La obtencion de muestras para investigacion no
interfirio en el diagndstico clinico; ya que el patdlogo, tras examinar la muestra, proporcionaba
una parte de la muestra que no iba a utilizar. El Dr. Pablo Carbonell, del Centro de Genética

Clinica del HCUVA, se encargé del analisis de las alteraciones genéticas de estas muestras.

A partir de la pieza quirlrgica, se llevd a cabo el siguiente procedimiento para la
obtencidn de cultivos primarios. La muestra recogida por el personal del Biobanco se introdujo
en un frasco estéril que contenia medio DMEM/Ham's F-12 (Laboratorios PAA GmbH
Pasching). Este medio de cultivo fue suplementado con 200 U/mL de
penicilina/estreptomicina, 2,5 uG/mL de anfotericina B (Invitrogen, Life Technologies, Grand
Island, NY), 50 ug/mL de gentamicina (Invitrogen), 20% de SBF, 10 pg/ml Insulin-5.5 pg/mi,
Transferrin-6.7 ng/ml, Selenium A (ITS) (Gibco), hidrocortisona a una concentraciéon de 50
mg/mL (Sigma Aldrich), y Epidermal Growth Factor (EGF) a una concentracion de 20 mg/mL
(Sigma Aldrich). La pieza quirargica se colocd sobre una placa Petri y se disgregd en trozos de
1-3 mm?, con ayuda de pinzas y bisturi estériles. Para realizar un lavado previo a la digestion,
se recolecté con PBS estéril (del inglés Phospate-Buffered Saline) y se realizé una
centrifugacion a 200 x g durante 5 minutos. Posteriormente se procedié a la digestion
enzimatica del precipitado con medio DMEM/Ham’s F12, a los que se le afiadieron las enzimas
digestivas; hialuronidasa a 45 U/mL (Calbiochem), colagenasa a 3 mg/mL (Sigma Aldrich),
pronasa a 10 mg/mL (Sigma Aldrich) y dispasa a 10 mg/mL (Gibco). La digestidn se realizé
durante una hora a 37°C en agitacidn suave. A continuacién la muestra se hizo pasar por un
filtro de 70 um y se realizé una nueva centrifugacién a 800 x g durante 5 minutos descartando
el sobrenadante. Las células precipitadas se resuspendieron en 3 mL de un tampdn de lisis
Optima de glébulos rojos, denominado tampén RL (RBC Lysis solution, Geneall Biotechnology) y
1 mL de PBS estéril durante 10 minutos, tras los que se centrifugé de nuevo y se lavé con PBS
estéril volviendo a centrifugar. Este sobrenadante final se sembré en frascos de 25 cm? (VWR

International) en medio de cultivo DMEM/Ham's F12 que se mantuvieron a 37°Cy 5% de CO,.

Cuando la confluencia celular alcanzé el 80-90%, se procedié a despegar las células con

tripsina (Hyclone), tras lo cual fueron cultivadas en medio condicionado y en medio de cultivo
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correspondiente al 50%. Este medio condicionado se obtuvo recogiendo el medio de cultivo
DMEM empleado en las lineas celulares establecidas, que se filtré convenientemente para
eliminar la posible presencia de células y se suplementd con 10 pg/ml Insulin-5.5 pg/ml
Transferrin-6.7 ng/ml Selenium A (ITS) (Gibco), hidrocortisona a una concentracién de 50

mg/mL, EGF a una concentracién 20 mg/uL y SBF en una proporcion final del 20%.

Figura 15. Procedimiento para la recogida y procesamiento de las muestras de cancer colorrectal. Tras la
consulta y firma del consentimiento informado, se somete al paciente a la cirugia correspondiente, la
muestra extraida se introduce en el Tissue Safe para preservarla intacta. El anatomopatdlogo se encarga
de cortar la pieza que es entregada al laboratorio para su posterior digestién y siembra.

3. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR DEPENDIENTE DE ANCLAJE

Este ensayo se fundamenta en el crecimiento de las células en una superficie a la que
se adhieren, son tratadas o no con determinados farmacos, para posteriormente analizar el
numero de células en cada condicidon por diversos ensayos colorimétricos. Se utilizd el
colorante cristal violeta (Sigma Aldrich), el cual posee la capacidad de fijarse exclusivamente a
las células vivas, en concreto a los nucleos celulares, de manera que se establece una relacion

directa entre el nimero de células viables y la cantidad de cristal violeta fijado (184).

Para la realizacién de este ensayo y experimentos posteriores se utilizaron varios
quimioterapicos: Oxaliplatino (OXA), 5-Fluorouracilo (5-FU), Capecitabina, Irinotecan (IRI) y SN-

38, todos ellos suministrados por la compafiia Sigma Aldrich.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano a diferentes

densidades celulares, dependiendo de la linea celular escogida. Transcurridas 24 horas, las
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células fueron tratadas con dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich), vehiculo utilizado como
condicién control y con concentraciones crecientes de farmaco (cada concentracién por

sextuplicado) y se dejaron crecer durante 72 horas.

Transcurridas 72 horas, se elimind el medio de cultivo, se lavaron los pocillos con PBS y
se anadieron 100 pL del reactivo cristal violeta preparado utilizando una solucion de
formaldehido al 37,5% (Sigma Aldrich) en agua destilada y 0.05% de cristal violeta (Sigma
Aldrich). Las placas fueron incubadas con esta solucidon en oscuridad durante 30 minutos. A
continuacion se lavo tres veces con agua destilada y se dejé secar para posteriormente afiadir
100 pL de 4acido clorhidrico 0,1 N para disolver la tincién y se leyo la absorbancia a 595 nm en

un espectrofotémetro (Infinite® M200PRO NanoQuant, Tecan Group, Suiza).

La inhibicién de la proliferacion celular producida por los farmacos se calculd
considerando el 100% de la absorbancia control en ausencia de dicho compuesto. Los datos
que se muestran consisten en al menos tres experimentos independientes +/- el error

estandar de la media (EEM).

4. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR INDEPENDIENTE DE ANCLAJE

Los ensayos de proliferacién celular independiente de anclaje se utilizan con el
objetivo de comprobar el efecto de los farmacos en la transformacién, la capacidad de las
células de crecer sin adherirse a ningun sustrato, formando por tanto, colonias que derivan de

una sola célula.

Para realizar este experimento se utilizaron placas de 6 pocillos en las cuales se
vertieron dos capas de agar blando de diferentes concentraciones. En primer lugar se realizé
una mezcla que contenia 25% de Bacto Agar (Becton Dickinson), 25% de medio DMEM 2X y
50% de medio DMEM suplementado con 20% de SBF. Esta mezcla se mantuvo a 42°C para
evitar su solidificacién. Para formar la capa inferior, en contacto con la placa, se vertiéo 1 mL de
esta mezcla en los pocillos y se mantuvo a temperatura ambiente dentro de la cabina de flujo
hasta su completa solidificacién. Para formar la capa superior de cada pocillo se mezclaron
0,48 mL de la mezcla de agar con 0,32 mL de medio de cultivo DMEM/RPMI 1940, en los que
habia resuspendidas 10.000 células y farmaco a la concentracidon adecuada. La mezcla fue
vertida sobre la capa inferior de agar solidificada (Figura 16). Esta capa superior se dejé enfriar,
y una vez solidificada, se colocé en el incubador a 37°C y se dejaron crecer las células. Cada 3

dias se afiadié medio de cultivo fresco con la concentracidn de farmaco correspondiente, para
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evitar la deshidratacion del agar. Tras 14 dias de incubacidn, y para tefir las colonias celulares,
se afadié a cada pocillo 1 mL de lodonitrotetrazolio (INTZ) (Serva) a una concentracién 0,5
mg/mL, que se dejé actuar durante toda la noche en el incubador a 37°C. Al dia siguiente
mediante un escaner de luz visible (Image Scanner Ill, GE Healthcare), se obtuvo la imagen de
cada uno de los pocillos y se contaron las colonias superiores a 25 um?® con el programa
informatico Image Quant TL (GE Healthcare). Cada experimento se realizd por triplicado y un

minimo de tres ocasiones.

0,48 mL mezcla de Agar
——> CAPA SUPERIOR ¢
0,32 mL DMEM/RPMI (10000 células)

——> CAPA INFERIOR: 1 mL mezcla de Agar

Figura 16. Representacion del ensayo de proliferacion celular independiente de anclaje. La capa inferior
formada exclusivamente por la mezcla de agar y la superior a la que se le afladen las células y el
guimioterapico correspondiente.

5. OBTENCION DE EXTRACTOS DE PROTEINAS

Para obtener los extractos de proteina total, las células se sembraron en placas Petri
de 60 o 100 cm de diametro. Tras 24 horas, las células se trataron con DMSO o con los
distintos farmacos a 24, 48 o 72 horas y se incubaron a 37°C y 5% de CO,. Pasado este tiempo
de incubaciodn, las células se lavaron con PBS frio, se mantuvieron en hielo y se despegaron de
las placas mediante un raspador para ser recolectadas y posteriormente centrifugadas. Para
eliminar los posibles restos de medio de cultivo, el pellet celular fue de nuevo lavado y
centrifugado con PBS frio. El pellet resultante se resuspendié en tampodn de lisis, entre 70-120
KL segun el tamafio de pellet, siendo la composicidn del tampdn: 1% NP-40, 150 mM NaCl, 5
mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM Na,P,07;, 1 mM NazVO, y 50 mM Tris-HCl a un pH 7,4. Ademas,
al tampdn de lisis se le afiadieron 10 pL de un céctel de inhibidores de proteasas (Sigma
Aldrich) por cada mililitro de tampdn. Las muestras se incubaron con el tampén de lisis en
hielo durante 30 minutos y posteriormente fueron centrifugadas a 16.000 x g en una
microcentrifuga durante 15 minutos a 4°C para precipitar el material no solubilizado (restos de
membrana, etc.). El sobrenadante constituyé el extracto de proteina total y fue congelado a -

20°C para su posterior uso.
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6. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: Método de Bradford

La concentracidn de proteinas se determind utilizando el método colorimétrico de
Bradford, basado en el cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en

respuesta a diferentes concentraciones de proteinas (185).

Este colorante puede presentarse en dos formas de diferente color: rojo y azul,
dependiendo del pH de la solucién. En una solucién acida, se encuentra en la forma catidnica,
de color rojo, y en una solucidn neutra y alcalina, aparece de color azul, su forma anidnica. La
unién del colorante con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcién del

colorante desde 465 a 595 nm. Experimentalmente se mide la absorbancia a 595 nm.

Para la cuantificacién de la cantidad de proteina total en las muestras, se realizd una
recta de calibracion utilizando como proteina patron albimina de suero bovino (BSA de sus
siglas en inglés Bovine Serum Albumin) (Sigma Aldrich). A cada pocillo se afiadieron 10 pL tanto
de los extractos celulares (diluidos 1:50 en agua MilliQ) como de la recta patrén, y
posteriormente 200 pL del reactivo Bradford (Bio Rad Protein Assay, a una dilucion 1:5 en agua
MilliQ). Pasados 5 minutos se midid la absorbancia a 595 nm de cada muestra en un lector de
placas (Infinite® M200PRO NanoQuant). La concentracion de las muestras se determind
interpolando su valor de absorbancia en la curva de calibracion para obtener sus

concentraciones.

7. WESTERN BLOT

Para la realizacion de los Western Blot se utilizd el sistema Mini Trans-Blot® (Bio-Rad
Laboratories). El procedimiento llevado a cabo consta de varios pasos que se detallan a

continuacion.
7.1 PREPARACION DE MUESTRAS

Tras determinar la concentracidon de proteinas de cada extracto celular mediante el
método de Bradford, se procedid a su preparacién para posterior separacion por

electroforesis.

De cada extracto proteico, en funcidn de su concentracion, se tomé el volumen
correspondiente a los microgramos de proteina deseados (normalmente 80 ug) y se le afiadid

tampon de carga para alcanzar la concentracidn necesaria de sus componentes (312,5 mM Tris
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pH 6.8, 10% de SDS, 50% de glicerol, 0,5% p/v de azul de bromofenol y 5% de B-
Mercaptoetanol) y tampdn de lisis para igualar los volimenes finales de todas las muestras. El
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) contenido en el tampdn es un detergente idnico que
desnaturaliza a la proteina en su estructura primaria y la recubre de cargas negativas (Figura
17). El azul de bromofenol funciona como colorante anidnico, y el B-mercaptoetanol es un
agente reductor utilizado para romper los puentes disulfuro. Tras realizar la mezcla, las
muestras fueron incubadas durante 5 minutos a 95°C en agitacion suave para la completa
desnaturalizacion de las proteinas. Finalmente se realizdé una rdpida centrifugacion para

conseguir la mezcla total de los componentes.

Grupos laterales cargados

+5DS - - - === -

Figura 17. Desnaturalizacion de proteinas mediante SDS. Previa desnaturalizacion de la proteina,
muestra cargas positivas y negativas debido a sus grupos laterales cargados. Las letras “H” representan
dominios hidrofébicos debidos a grupos laterales R no polares de la proteina que se han agrupado en el
interior para evitar el ambiente polar proporcionado por el agua que rodea a la proteina. Al afiadir SDS,
se distorsionan las regiones hidrofdbicas y éste cubre la proteina con cargas negativas (la gran cantidad
de cargas negativas del SDS superan a las cargas positivas de la proteina). Como resultado la proteina es
desnaturalizada y se lineariza.

7.2 PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

La poliacrilamida es un polimero formado por monémeros de acrilamida que se unen
formando un polimero lineal. Al incluir bisacrilamida, ésta da lugar a puntos de ramificacion en
el polimero, lo que permite formar una matriz tridimensional, dando lugar al gel de

poliacrilamida.

El gel donde se depositan las muestras esta formado por dos tipos de geles, un gel
concentrador en la parte superior, con un 4,5% de poliacrilamida, y un gel separador en la
parte inferior donde el porcentaje de poliacrilamida es variable. Este se escoge en cada caso en
funcién del peso molecular de las proteinas que se quieran detectar. Las funciones de cada
porcién del gel son diferentes. Asi, el gel concentrador sirve de soporte para cargar las

muestras y concentrar las proteinas de la muestra al inicio del gel separador, para que las
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proteinas entren en él al mismo tiempo. Por otra parte, en el gel separador se desarrolla la

separacion de las proteinas propiamente dicha.

Los geles empleados estdn compuestos de 10 calles y tienen 1,5 mm de grosor. Los
componentes de ambos geles (separador y concentrador) son los siguientes: H,0 milliQ, Tris-
HCI pH 8,8, Tris-HCI pH 6,8, SDS al 10%, poliacrilamida (Protogel ® 30%, National Diagnostics,
Atlanta, EEUU), persulfato de amonio a una concentracién 1 mg/10 uL (PSA) (Sigma Aldrich) y
N,N,N’,N-tetrametiletileno diamina (TEMED) (Sigma Aldrich), en las concentraciones

mostradas en la Tabla 6.

COMPONENTES Gel concentrador Gel separador

Agua MilliQ 50% Variable
Poliacrilamida 4,5 % Variable (6-12%)
Tris-HCI pH 8,8 - 255 mM
Tris-HCl pH 6,8 123 mM -

SDS 1% 1%
PSA 0,07 % 0,07 %
TEMED 0,07 % 0,07 %

Tabla 6. Componentes de los geles de electroforesis y concentraciones de los mismos

7.3 ELECTROFORESIS

Las muestras proteicas fueron separadas en condiciones desnaturalizantes por SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl! Sulfate-PoliAcrilamide Gel Electrophoresis) de acuerdo con Laemmli y
colaboradores (186). La técnica SDS-PAGE estd basada en la utilizaciéon de geles de
poliacrilamida con SDS para conferir carga negativa a las proteinas, de manera que éstas son
separadas Unicamente en funciéon de su peso molecular, siendo las mds pequefias las que
migran mas rapidamente. Para llevar a cabo la electroforesis, las muestras fueron colocadas en
los pocillos del gel concentrador, tras ser sumergido en tampdn de electroforesis (Tris 20 mM
pH 8,3, glicina 0,2 M, SDS 0,1% (p/v) y se aplicé un voltaje de 80 V durante 10-20 minutos y
posteriormente 150 V durante 50 minutos (Figura 18), con el objetivo de que las proteinas

migraran hacia el polo positivo.
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Corriente eléctrica
80V, 10-20°
150V, 45-55’

T

Frente de migracion
+

Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Las proteinas migran hacia el polo positivo al aplicar
un campo eléctrico, a un voltaje determinado.

7.4 TRANSFERENCIA

Para poder visualizar la proteina de interés, las proteinas se transfieren desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Millipore, Merck KGaA.
Darmstadt, Alemania) mediante la aplicacidon de voltaje. Previa preparacion del sandwich de
transferencia, el gel fue incubado durante 10 minutos en el tampdn de transferencia (25 mM
base Tris-HCl pH 8,6, 192 mM Glicina, 20% de metanol). Ademds, la membrana fue sometida a
un pretratamiento con metanol durante un minuto, tras el cual se retird el exceso de metanol

y se sumergié en el tampodn de transferencia.

El sandwich de transferencia estd compuesto por el gel de poliacrilamida, una
membrana de PVDF, dos almohadillas, dos papeles absorbentes (Whatman®) y el respectivo
soporte, tal y como se indica en la Figura 19. La cubeta se conectd a una fuente de
alimentacion. La membrana tiene carga positiva y por tanto, al aplicar voltaje, las proteinas,
cargadas negativamente, migran hacia ella y quedan inmovilizadas. La transferencia se realizé

a 4°C durante 2 horasa 110 V.

Catodo (+)

A > Aimohacilta

Membrana | J A Papel Whatman
ce I /

> AImohadilla

Anodo (-)

__________________>

Figura 19. Sandwich de transferencia. Para la transferencia de las proteinas desde el gel de
poliacrilamida a la membrana de PVDF se formd un sandwich compuesto por el gel, la membrana de
PVDF, dos almohadillas, y dos papeles absorbentes. Las proteinas, con carga negativa, migran hacia el
polo positivo bajo el efecto de un campo eléctrico determinado.
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7.5 BLOQUEO

Para evitar que el anticuerpo se uniera a sitios inespecificos de las membranas, estas
membranas fueron incubadas con leche desnatada en polvo o con BSA al 5% reconstituida en
tampén PBS-Tween al 0,05% (Sigma Aldrich), durante una hora a temperatura ambiente y en
agitacién suave. Durante el bloqueo, las proteinas de la leche o el BSA se unen

inespecificamente a todas las porciones de la membrana que no hayan absorbido proteinas.

7.6 INCUBACION CON ANTICUERPOS

Una vez bloqueadas, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario de
interés en un agitador a 4°C durante toda la noche. Los anticuerpos primarios fueron
preparados a la concentracidon adecuada en tampdn PBS-Tween, leche desnatada o BSA al 2%y
azida sddica al 0,2%. Tras 16 horas, la membrana fue lavada tres veces durante 10 minutos con
tampdn PBS-Tween e incubada con los anticuerpos secundarios correspondientes durante una
hora en agitacidn y a temperatura ambiente. Se utilizaron dos tipos de anticuerpos
secundarios: anti-conejo o anti-ratdn (GE Healthcare), los cuales se encuentran conjugados a la
enzima peroxidasa de rdbano. Estos anticuerpos secundarios fueron preparados en tampdn
PBS-Tween y 1% de leche desnatada en polvo o BSA a una dilucién final 1:5.000. Tras esta
incubacién, la membrana fue lavada tres veces con tampon PBS-Tween durante 10 minutos.

Los dos primeros lavados se realizaron con tampén PBS-Tween, y el Ultimo, con PBS sin Tween.

En la Tabla 7 se exponen todos los anticuerpos utilizados durante el transcurso de este

trabajo.
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Epitopo

B-Actina Sigma Aldrich A2066 Residuos extremo C-terminal
Fosfo-Anexina A2 Santa Cruz Biotecnologies sc-135752 Tirosina 24 fosforilada
Anexina A2 Abcam Ab54771 Residuos 1-340 de ANXA2
Fosfo-ATM Cell Signaling Technology® #5883 Serina 1981 fosforilada
ATM Pierce MA5-14871 ATM recombinante
Fosfo-ATR Cell Signaling Technology® #2853 Serina 428 fosforilada
ATR Pierce PA5-17265 Residuos centrales de ATR
Cdc25A Santa Cruz Biotecnologies sc-97 Residuos extremo C-terminal
Cdc25B Santa Cruz Biotecnologies sc-326 Residuos extremo C-terminal
Cdc25C Santa Cruz Biotecnologies sc-13138 Residuos 1-150 de Cdc25C
Fosfo-chk1 Cell Signaling Technology® #2348 Serina 345 fosforilada
Chk1 Santa Cruz Biotecnologies sc-8408 Residuos 1-476 de chkl
Fosfo-chk2 Cell Signaling Technology® #2661 Treonina 68 fosforilada
Chk2 Pierce MA-515416 Residuos 481-531 de chk2
Chk2 Santa Cruz Biotecnologies sc-9064 Residuos 1-300 de chk2
Fosfo-DNAPKcs Cell Signaling Technology® #4215 Serina 2056 fosforilada
Fosfo-DNAPKcs Biolegend 612902 Treonina 2609 fosforilada
DNAPKcs Biolegend 612702 DNAPK recombinante parcial
Hsp-90 Santa Cruz Biotechnology® sc-13119 Residuos 610-723 de Hsp-90p
Ku86/XRCC5 Santa Cruz Biotechnology® sc-5280 Residuos 433-732 de Ku86
MRE11 Pierce MA5-15081 Residuos alrededor de Lys 496
fosfo-mTOR Cell Signaling Technology® #2974 Serina 2481 fosforilada
mTOR Cell Signaling Technology® #2972 Residuos alrededor serina 2481
NBS1 Pierce PA5-22975 Residuos 700-C-terminal
Rad50 Pierce PA5-17373 Residuos extremo N-terminal
Rad51 Abcam Ab1837 Residuos extremo C-terminal
P21 Santa Cruz Biotechnology® sc-397 Residuos extremo C-terminal
PARP-1 Cell Signaling Technology® #9542 Extremo C-terminal de PARP-1
SMG1 Abcam Ab30916 Residuos 3600- C-terminal
TTK/Mps1 Santa Cruz Biotechnology® sc-540 Residuos extremo C-terminal
VRK1 Sigma Aldrich HPA000660 Residuos extremo N-terminal

Tabla 7. Proteinas detectadas por Western Blot. En esta tabla aparecen las proteinas que fueron
detectadas en este trabajo y sus anticuerpos correspondientes con la referencia y casa comercial.
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7.7 DETECCION

Para la deteccidn de las proteinas se empled el sistema Enhanced ChemilLuminiscence
(ECL) (GE Healthcare). Este sistema se basa en la reaccion que desarrolla la enzima peroxidasa
de rabano unida al anticuerpo secundario. Dicha enzima cataliza la oxidacién del sustrato
luminol en presencia de perdxido de hidrégeno produciéndose un producto de reaccion
guimioluminiscente. (Figura 20). Las membranas se incubaron durante 5 minutos con este
sistema y la imagen con las proteinas marcadas por el anticuerpo fue capturada mediante el
escaner de fluorescencia Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Anticuerpo secundario

Anti-ratén
. HRPF + Luminol ECL

I o N
p . Anticuerpo primario O g O
roteinas no Y
P Anti-ratén

especificas

0 : Luz

_~
= .
e Proteinas no
- especificas
Antigeno |

Proteina de interés

Membrana PVDF

Figura 20. Reaccidon quimioluminiscente. En la figura se observa la reaccion quimioluminiscente
catalizada por la enzima peroxidasa de rabano (Horseradish Peroxidase, HRP) que se encuentra
conjugada al anticuerpo secundario.

7.8 ELIMINACION DE ANTICUERPOS DE LAS MEMBRANAS DE PVDF

Si se desea conocer la expresion de una proteina del mismo peso molecular que las ya
analizadas, es necesario eliminar los anticuerpos primarios y secundarios de la membrana tras
el revelado de dichas proteinas de interés. Las membranas previamente incubadas en una
solucién de acetonitrilo durante 10 minutos, se lavaron tres veces durante 10 minutos con
PBS-Tween e incubada posteriormente en un tampdn reductor (100 mM B-mercaptoetanol,
2% de SDS 'y 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7), durante 40 minutos en una estufa de 56°C, para poder
romper la unién de los anticuerpos con sus antigenos. Después de este proceso, la membrana
fue lavada tres veces durante 10 minutos con PBS-Tween y bloqueada de nuevo con la
solucion de leche desnatada o BSA al 5% durante una hora. De ese modo la membrana ya

pudo ser incubada de nuevo con los anticuerpos deseados.
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7.9 DENSITOMETRIA

Con la finalidad de cuantificar la sefial de las bandas presentes en las imdgenes
obtenidas se empled el programa informatico Quant TL. A través de las distintas herramientas
de dicho programa informatico se detectaron las bandas en la imagen y se obtuvo un valor de

su volumen, en funcidn de su area y de la intensidad de la sefial medida.

En los experimentos donde se comparan muestras sometidas a distintos tratamientos,
se normalizaron los valores de las distintas muestras con los de una proteina que se empled
como control de carga. Los controles de carga son proteinas altamente conservadas vy
presentes en cantidades similares, independientemente del tipo celular o tratamiento de la
muestra. En este trabajo se utilizaron como controles de carga la proteina HSP90 (Heat Shock

Protein 90) y la proteina B-actina.

En el caso de los experimentos donde se investiga el efecto de OXA sobre los niveles de
fosforilacién de una determinada proteina, o la cantidad de proteina fosforilada en
condiciones basales, se determiné un valor de densitometria para la banda correspondiente a
la forma fosforilada de la proteina (valor x) y otro valor para la banda correspondiente a la
proteina total (valor y), tanto para la condicién control como para la condicidn tratada con
OXA. Los valores obtenidos de las formas fosforiladas fueron normalizados con los valores
obtenidos de las formas totales (cociente x/y). Estos valores normalizados fueron expresados

de forma porcentual, asignando el 100% de fosforilacién a la condicién control en cada caso.

8. ESTUDIO DE LAS FASES DEL CICLO CELULAR

El analisis del contenido de ADN en las distintas fases del ciclo celular de las lineas
celulares y cultivos primarios se llevd a cabo mediante experimentos de citometria de flujo. La
suspension celular de la que se partid, fue tefiida con un colorante fluorescente que se une al
ADN, en este caso el ioduro de propidio (IP) (Sigma Aldrich), cuya longitud de onda de
excitacion es de 535 nm y de emisién maxima 617 nm. Las células emiten una mayor o menor
fluorescencia en funcién de su contenido de ADN y la cantidad de colorante unido es
proporcional a la cantidad de ADN. Por tanto, las células emitiran una cantidad de luz
fluorescente proporcional a su contenido de ADN. Asi, las células que se encuentran en la fase
G,/M que ya han sintetizado y duplicado su material genético, emitiran el doble de sefial de
fluorescencia respecto a las células en la fase G, del ciclo celular. Por otra parte, las células en

fase S daran una sefial de fluorescencia intermedia entre G, y G,/M. Ademas, mediante esta
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técnica se puede detectar la aparicion de células muertas provocada por el farmaco
quimioterapéutico. Cuando una célula muere, su ADN se fragmenta y por tanto estas células
emiten una fluorescencia menor que las células vivas, que conservan el ADN intacto. A esta
fase del ciclo se la denomina SubG; y queda representada por un pico de menor intensidad de

fluorescencia (Figura 21).

SFEI

L1l

0

pull

3?0

0
1111

ul

Numero de células

100

1}

T [T I T T[T T T T TTTT]
50 100 150 200 250

Fluorescencia

Figura 21. Perfiles de ciclo celular obtenidos mediante citometria de flujo por marcaje del ADN con
ioduro de propidio. De izquierda a derecha aparecen las diferentes fases del ciclo celular: SubGy, G1, Sy
G,/M.

Para la realizacion de estos experimentos las células se sembraron en frascos de 25
cm? y a las 24 horas fueron tratadas con DMSO como vehiculo o con el quimioterapico
correspondiente a la concentracién escogida. Transcurridas 24, 48 y 72 horas, las células se
tripsinizaron y lavaron con PBS para posteriormente ser fijadas con etanol al 75% y mantenidas
durante al menos 2 horas a -20°C. Las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en 500
uL de PBS suplementado con Ribonucleasa A (ARNasa A, SERVA) a una concentracién de 25
pug/mL utilizada para degradar el ARN. Ademads, se adicioné ioduro de propidio a una
concentracién final de 25-10 ug/mL. La suspension celular se mantuvo durante 15-30 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, el contenido de ADN de las células

marcadas fue analizado mediante un citémetro de flujo, FacsCanto™ (Becton Dickinson).

9. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE FOSFORILACION DE LA HISTONA H2A.X

Los niveles de fosforilacion de H2A.X se determinaron mediante su marcaje con el

anticuerpo especifico y su posterior analisis mediante citometria de flujo.

Tras el tratamiento de las lineas celulares con los farmacos quimioterapéuticos

durante 24, 48 y 72 horas, se procedid a la fijacidn con etanol al 75%, posterior lavado y
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centrifugado de las células. Para cada linea celular se utilizaron dos tubos controles, un tubo
sin tefiir para medir la autofluorescencia celular y otro como control interno, tefiido con 5 uL
del isotipo (Alexa Fluor® 488 Mouse IgG2b, k Isotype ctrl, Biolegend) para determinar uniones
inespecificas. Para tefir las células de las condiciones control y tratamiento, se utilizaron 5 plL
de anticuerpo anti-fosfo histona H2A.X (Biolegend) por cada millén de células en 1 mL de una
solucién que contenia PBS y 1% de BSA, a temperatura ambiente y en oscuridad durante 2
horas. Ambos anticuerpos, isotipo y anti-fosfo histona H2A.X se encuentran conjugados a un
fluorocromo (Alexa Fluor® 488) que se excita a 488 nm. Posteriormente la cantidad de YH2AX

fue determinada por citometria de flujo.

Cada experimento se realizé al menos tres veces con cada condicién y linea celular.

10.INMUNOPRECIPITACION

La técnica de inmunoprecipitacién se emplea para aislar y concentrar una proteina
particular de una mezcla proteica compleja. En este trabajo, se empled esta técnica con el fin
de conocer la unién de la proteina aislada a otras proteinas; es decir, se realizé un
procedimiento de CO-INMUNOPRECIPITACION. Es considerado el mejor ensayo para detectar
las interacciones proteina-proteina y estas uniones son posteriormente detectadas mediante

Western Blot.

Para la realizacion del ensayo de inmunoprecipitacién, se empled un anticuerpo
especifico para la proteina de interés y este conjunto antigeno-anticuerpo se precipitd
selectivamente afiadiendo proteina G unida a bolas de resinas como la agarosa (Thermo
Scientific). La proteina G son proteinas de origen bacteriano que se unen a las porciones Fc
(porciones constantes) de las inmunoglobulinas de tipo G (IgG) y, por lo tanto, se unen a los
anticuerpos empleados en la inmunoprecipitacidon (187). Al estar estas proteinas conjugadas a
bolas de resina, se precipitan selectivamente, lo que permite separar a la proteina de interés
del resto de proteinas presentes en el extracto mediante sucesivos ciclos de lavados y

centrifugaciones (Figura 22).

En este estudio se han inmunoprecipitado las proteinas Chkl y Chk2. La
inmunoprecipitacion se realizé con el propdsito de determinar qué proteinas estaban unidas a

ellas en condiciones control y tras el tratamiento con 10 uM de OXA durante 24 horas.
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Figura 22. Esquema de la inmunoprecipitacion de proteinas. Tras afadir el anticuerpo (1), éste se une a
su proteina de interés (2), la proteina G hace insoluble el inmunocomplejo (3) que se lava (4) para su
posterior analisis por Western Blot.

Los pasos especificos de este protocolo fueron los siguientes:

En primer lugar, la proteina G se lavd tres veces con 1 mL de PBS y se incubé toda la
noche con PBS-0,1% BSA a 4°C en un agitador rotacional, con el fin de bloquear los sitios
inespecificos. Tras esta incubacidn se lavé de nuevo tres veces con 1 mL de PBS. Para obtener
una concentracién al 50% de peso/volumen, se afiadié la misma cantidad de PBS que proteina
G habia en el tubo de 1,5 mL. Tras este procedimiento, la proteina G esta lista para emplearse

posteriormente.

Para la formacidon del inmunoprecipitado, es decir, la unidon del anticuerpo a su

antigeno (proteina que se inmunoprecipita) se utilizaron las siguientes cantidades:

e Muestra control y tratada: 500 mg de proteina (extracto control o tratado con OXA 10
MM durante 24H) + 500 pg de anticuerpo.

e Muestra control negativo: 500 ug de proteina (extracto control) + 2 pug de anticuerpo
inespecifico contra ratdon o contra conejo, segun el anticuerpo utilizado en la

inmunoprecipitacion.

Estas mezclas se incubaron durante toda la noche en un agitador rotacional a 4°C.

Transcurrido este tiempo, se procedié a mezclar 30 uL de Proteina G unida a las bolas
de agarosa (50% peso/volumen) con el conjunto antigeno-anticuerpo formado. Este paso se

realizd también en un agitador rotacional, durante una hora a 4°C.
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Para eliminar el resto de proteinas que no fueron inmunoprecipitadas, se lavd y
centrifugd el inmunoprecipitado tres veces con 500 puL de PBS. Tras el primer lavado, el
sobrenadante se guardd y se utilizd como control para comprobar si el protocolo habia
funcionado correctamente (output). Los inmunoprecipitados ya lavados se incubaron durante
5 minutos con 30 plL de tampdn de carga de electroforesis al 1% a 95°C para romper las
uniones entre el anticuerpo y el antigeno y desnaturalizar las proteinas. Finalmente, se
procedid a la deteccion de las proteinas en cada Western Blot, utilizando el mismo
procedimiento descrito anteriormente en este trabajo. Ademdas de las muestras
inmunoprecipitadas, se analizé por Western Blot un extracto proteico sin inmunoprecipitar, asi

como el sobrenadante guardado tras la primera centrifugacion.

11. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE P53 EN LINEAS CELULARES

Para analizar la actividad de esta proteina en nuestras lineas celulares establecidas y
en los cultivos primarios derivados de pacientes con CCR, con y sin tratamiento con OXA, se
procedid a su transfeccion, es decir, a la introduccién de material genético, mediante la

utilizacion de los siguientes vectores.
11.1 VECTORES
Se emplearon los vectores representados en la Figura 23.

En primer lugar, un vector que contiene una secuencia de accién en CIS de unién al
ADN, denominada elemento potenciador, que en nuestro caso es el elemento de respuesta a
p53. Esta secuencia especifica de unién al ADN se localiza en la direcciéon 5’ de un promotor
(caja TATA, Pta), el cual proporciona una mayor induccién del gen marcador con bajo nivel de

ruido.

Bajo el control de este promotor se incluye un gen marcador que codifica el gen de la
luciferasa de luciérnaga (Firefly Luciferase). Este gen se utiliza para identificar si la proteina de
interés ha sido expresada por las células. Asi, tras la unién de los factores de transcripcién al
elemento de respuesta de p53, se induce la transcripcion y este gen marcador es activado

emitiendo una cantidad de luz proporcional a la actividad de la proteina p53.

Es importante el uso de un control negativo para determinar sefiales de ruido

asociadas al medio de cultivo o a la actividad del marcador. Como control negativo, se utiliza
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un vector (Pra-Luc) que posee un promotor y un marcador (no inducible) pero no incluye

elemento de respuesta.

Ademas de todos ellos, es necesario incluir un control interno de la transfeccién, para
normalizar la expresion del marcador, el cual distinguira las diferencias entre la induccion de la
transcripcién y la variabilidad de la eficiencia de la transcripcion. Este control interno es la
Luciferasa de Renilla (Renilla Luciferase) ligada a un promotor que controla el gen de Renilla,

concretamente el Simian Virus-40 (SV40).

R
. Gy s

—

)
B. 4“ (Can TaT) FIREFLY LUCIFERASE

—

f PROMOTOR ]
C. (5v-40) —[ RENILLA LUCIFERASE ]—

Figura 23. Vectores empleados en el ensayo de la medida de actividad de p53. La construccién A

representa el control positivo que contiene el elemento de respuesta transcripcional, el promotor TATA
y el marcador. El vector B constituye el control negativo de transfeccion. El control interno, C, contiene
el vector que codifica la luciferasa de Renilla.

11.2  TRANFECCION POR LIPOSOMAS CATIONICOS

Para poder llevar a cabo la incorporacién de los diferentes vectores anteriormente

descritos, se utilizé Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen).

En primer lugar se procedié a la siembra de las células en placas de 24 pocillos. Se
sembraron 2x10° células por pocillo en un volumen final de 500 pL del medio correspondiente
DMEM/RPMI 1940. Para ello, se contaron las células despegadas con tripsina con ayuda de una
camara de Neubauer. Para cada linea celular se emplearon cuatro condiciones: 2 pocillos sin
transfectar, 2 pocillos que funcionan de control negativo, 2 pocillos de condicién control y 2

pocillos que fueron tratados con OXA 10 uM durante 24 horas.

Pasadas 24 horas después de la siembra, cuando se alcanzd una confluencia del 50-
60%, se procedid a la transfeccion de las células. Para ello se prepararon tres tubos,
correspondientes a tres condiciones por linea celular, los cuales contenian los siguientes

elementos:
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e Control negativo (por pocillo): 0,7 ug del vector Pra-Luc + 0,1 pg del vector luciferasa

de Renilla + 50 pL de medio de cultivo.

e Control positivo (incluye condiciones control y tratamiento con OXA) (por pocillo): 0,7

ug del vector pp53-TA-Luc + 0,1 pg del vector luciferasa de Renilla + 50 pL de medio
de cultivo.

e Lipofectamina (por pocillo): 0,8 pug + 50 puL de medio de cultivo.

A continuacién, se procedid a mezclar el control negativo mas la cantidad de
Lipofectamina correspondiente, al igual que el control positivo con la cantidad de
Lipofectamina necesaria. Esta mezcla se mantuvo durante 20 minutos a temperatura ambiente
para posteriormente afiadir 100 pL por pocillo, segin condicién y dejar actuar durante seis

horas.

Pasado ese tiempo, se elimind el medio de transfeccion, se lavaron los pocillos con PBS
estéril y se afiadié medio fresco a todos los pocillos. Ademas, en las condiciones control y
tratamiento se afiadié la cantidad de DMSO y OXA 10 uM adecuada. El tratamiento se dejé

actuar durante 24 horas.

11.3  LISIS CELULAR PASIVA

A partir de este momento, el procedimiento llevado a cabo se realizé utilizando el kit
Dual-Luciferase Reporter Assay System, proporcionado por Promega (Promega Corporation,

Madison, WI, EEUU).

Tras las 24 horas de tratamiento, se procedio a la lisis pasiva de las células. Para ello, el
tampon de lisis pasiva, PLB, suministrado a una concentraciéon 5X, fue diluido con agua
destilada para obtener PLB 1X. El medio de cultivo fue absorbido y las células fueron lavadas
con PBS para posteriormente afadir 100 pul de PLB 1X, dejandolo actuar durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en agitacidn. El lisado celular fue transferido a un tubo de 1,5 mLy
centrifugado a velocidad maxima (16.000 x g) en una microcentrifuga durante 5 minutos a 4°C.
El sobrenadante constituyd el extracto de proteina total y fue congelado a -20°C para su

posterior lectura.

Todo el proceso queda representado en la Figura 24.
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CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO
ELEMENTO DE RESPUESTA DE P53 FRCMOTIR FIREFLY LUCIFERASE PTa-L! EROMOTOR FIREFLY LUCIFERASE
(CAJA TATA) -Luc {CAIA TATA)
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[ TRANSFECCION
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[ TRATAMIENTO CON DMSO/OXALIPLATINO ] [ MEDIO FRESCO ]

ﬂ 24h ﬂ, 24h
[ LISIS CELULAR PASIVA (PLB 1X)
[ MEDICION DE LUCIFERASA

Figura 24. Proceso de transfeccion y tratamiento de las células de cancer colorrectal. Ambas condiciones
(control positivo y negativo) son transfectadas con sus respectivos plasmidos, sin embargo solo la
condicidn positiva sera tratada con DMSO/OXA 10 uM durante 24 horas. Tras esto, se lisaran las células
y se procedera a la cuantificacion de la actividad luciferasa.

11.4  LECTURA DE LA EXPRESION DE LUCIFERASA

El protocolo realizado permite la deteccién de las dos luciferasas, la de Firefly y la de
Renilla, a partir de una sola muestra de manera secuencial, gracias al uso de dos sustratos
diferentes para la deteccidon de cada una de ellas. La diferencia entre las dos enzimas es que
Firefly Luciferase utiliza luciferina (con O,), ATP y Magnesio para producir luz de color amarillo
verdoso a una longitud de onda de 550-750 nm. Sin embargo la Renilla Luciferase usa

coelenteracina y O, emitiendo luz azul a 480 nm.

En primer lugar se emplea el Luciferase Assay Reagent Il (LAR Il) como sustrato de la
Firefly Luciferase. Este reactivo viene liofilizado (Luciferase Assay Substrate) y es reconstituido
con 10 mL del Luciferase Assay Buffer 1. Mediante el uso de tubos de vidrio, se afiaden 20 pL
de la muestra a los que se incorporan 100 uL del LAR Il, mezclando dos o tres veces con la
pipeta. Tras esto, se mide la emisién de luminiscencia con el luminédmetro (modelo FB 12,

BERTHOLD TECHNOLOGIES, Bad Wildbad, Germany).

Por otro lado, se preparé el Stop&Glo® Reagent, sustrato de la Renilla luciferase. Este
reactivo viene suministrado como 50X Stop&Glo® Reagent, y debe diluirse al 1X afiadiendo 1
volumen de sustrato por cada 50 de Stop&Glo® Buffer. Al igual que con la medida anterior, se
emplearon 100 plL de este reactivo por cada 20 plL de lisado celular. Se agité brevemente con

el vortex, y se inicid la lectura de Renilla Luciferase con el luminémetro (Figura 25).
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Tras la lectura de las luciferasas, se realizd un cociente entre el valor dado para la
luciferasa de luciérnaga y el valor obtenido para la luciferasa de Renilla. Estos experimentos

fueron realizados tres veces con cada linea celular y cultivo primario.

20 pL lisado +100 pL +100 pL
LAR 1l Stop&Glo
Reagent
/ '
12 medida 22 medida
Firefly Luciferase Renilla Luciferase

Figura 25. Lectura de la actividad luciferasa. Tras afiadir 100 pL de Luciferase Assay Reagent 1l (LAR 11), se
mide la actividad luciferasa de Firefly. Se adicionan 100 pL de Stop&Glo® Reagent, para medir la
actividad de la luciferasa de Renilla. La actividad de estos promotores se expresa por RLU (Relative
Luciferase Unit).

12.ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

La electroforesis bidimensional (2D) permite analizar mezclas complejas de proteinas
mediante una primera separacion en funcion del punto isoeléctrico (Pl) y una segunda en
funcién del peso molecular (PM). La técnica DIGE (Differential In Gel Electroforesis) permite la
cuantificar las diferencias de abundancia de proteinas entre muestras separadas de manera

simultanea en un mismo gel 2D, gracias a su marcaje con diferentes fluorocromos (Cy3 y Cy5).
12.1 PREPARACION DE LA MUESTRA Y MARCAJE CON FLUORESCENCIA

Las lineas celulares se cultivaron por triplicado en placas de 100 mm a una densidad de
3x10° células por placa y se dejaron crecer durante 4 dias en el medio de crecimiento
correspondiente. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS frio, y se
recogieron con PBS frio, se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos y se lavaron tres veces
con un tampdn en frio que contenia 10 mMol/L Tris (pH 8.0) y 5 mmol/L MgAc,. Los pellets de
células se resuspendieron en tampon de lisis (30 mmol/L Tris, 2 mol/L de base de tiourea, 7
mol/L de urea, 4% (peso/volumen) de CHAPS a pH=10) durante 10 minutos en hielo con varias
agitaciones. El lisado celular fue sometido a ultrasonidos mediante cinco intervalos de 20
segundos en hielo. Se dejé un minuto en hielo entre los intervalos y los restos celulares se

eliminaron mediante centrifugacién a 12.000 x g durante 5 minutos a 4°C. El exceso de sales e
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impurezas que podrian dificultar el desarrollo de la primera dimensién se eliminaron mediante
el kit 2D Clean up (GE Healthcare). Las muestras precipitadas se resuspendieron en tampdn de
lisis (30 mmol/L Tris, 2 mol/L de base de tiourea, 7 mol/L de urea, 4% (peso/volumen) de

CHAPS) previamente a la medida de la concentracion de proteina.

La concentracién de proteina de cada muestra se determind mediante el kit 2D quant
(GE Healthcare). En una primera etapa del protocolo, se precipitaron 2 uL de cada muestra tras
afiadir 500 pL de la solucién precipitante y 500 pyL de la solucién co-precipitante. Tras
centrifugar durante 5 minutos a 10.000 x g, se eliminé el sobrenadante y se afiadieron 100 pL
de la solucién de cobre mas 400 pL de agua MilliQ. A esta solucidn proteica se adiciond 1 mL
de una solucidn reactiva y se dejo incubando durante 15-20 minutos. La absorbancia se

determind en un espectrofotometro (Infinite® M200PRO NanoQuant) a 480 nm.

Los compuestos fluorescentes DIGE, derivados de éster de N-hidroxisuccinimidilo de
los colorantes de cianina, Cy3 y Cy5 (GE Healthcare), se prepararon con N, N-dimetilformamida
(Sigma-Aldrich). Las muestras proteicas, 50 pg, se marcaron con 400 pmol de los fluoréforos
DIGE, Cy3 Cy5, en tubos separados en hielo durante 30 minutos. Las muestras individuales
fueron marcadas con Cy3, mientras que se generd un patron interno marcando con Cy5,
mediante la mezcla de cantidades iguales de cada muestra de linea celular. La reaccién de

marcaje se par6é mediante la adicion de 1ulL de 10 mmol/L de Lisina.

12.2  ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Las tiras de gradiente de pH inmovilizado (pH 3-10) (GE Healthcare) se rehidrataron
durante 12 horas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se mezclaron cantidades
iguales de las muestras individuales marcadas con Cy3 y del patrén interno marcado con Cys5,
correspondientes a 50 pg de proteina. Los 100 pg de proteina por gel se cargaron en una tira
de 18 cm con gradiente de pH inmovilizado (pH 3-10). Las proteinas se enfocaron en la primera
dimension tras un total de 60.000 Vh en el sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare).
Posteriormente, las tiras de pH inmovilizado se equilibraron en primer lugar en un tampodn
formado por 6 mol/L de urea, 2% SDS, 50 mmol/I de Tris (pH 8,8), 20% de glicerol y 2% de DTT,
durante 15 minutos y en segundo lugar en un tampdn, de las mismas caracteristicas que el

primero, suplementado con 2,5% de lodoacetamida en vez de DTT, durante otros 15 minutos.

Las proteinas se separaron a continuacién en la segunda dimensién de acuerdo a su

peso molecular en el sistema Ettan DALT six (GE Healthcare) empleando geles del 12,5%. Los
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seis geles corrieron juntos a 5 mA por gel durante 2 horas y a 2W por gel durante 13 horas,
manteniendo la temperatura del sistema a 23°C. Posteriormente los geles se escanearon a
532/580 nm y 633/670 nm (como longitudes de onda de excitacion/emisidn) para las sefiales
de los fluoréforos Cy3 y Cy5 respectivamente, utilizando un escaner de fluorescencia Typhoon

9410 (GE Healthcare).

Las imagenes se analizaron con el programa informatico DeCyder 7.0 (GE Healthcare).
El programa informatico se utilizé siguiendo las recomendaciones del fabricante y el nimero
estimado de spots se establecid en 2.500. Se realizo la prueba t de Student con la correccion
de falsos positivos para cada punto encontrado, comparando la proporcion media de un “spot”
dado entre los grupos de alta capacidad de invasidn (HI) y la baja invasividad (LI). En este
analisis, sélo se consideraron los “spot” con un valor de p <0,05, cuyo incremento de
abundancia fue superior a 2 veces. Cada “spot” de interés se aislo para la identificacion por LC-
MS/MS a partir de geles preparativos. Estos geles contenian 400 pg de proteina y se tifieron
con azul de Coomassie R-250. Las imagenes fueron capturadas utilizando el Sistema
ImageScanner 1l (GE Healthcare). Los spots de proteinas deseados se recortaron

manualmente.

12.3  IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS PRESENTES MEDIANTE LC-MS/MS

Una vez recortados los “spots” de interés, las proteinas localizadas en ellos fueron
reducidas y alquiladas mediante su incubacién durante 30 minutos a 56°C con 10mM DTT y
posteriormente con 55mM de lodoacetamida. Posteriormente, se incubaron durante 16 h a
379C con tripsina de grado protedmico (Sigma-Aldrich), siguiendo el protocolo descrito por
Shevchenko y cols. (12). Los péptidos tripticos se analizaron por cromatografia liquida de fase
inversa capilar, acoplada en linea con un espectrometro de masas. La columna, BioBasic-18 de
5 um particulas, 300 A de tamafio de poro y 0,18 mm ID-30 mm L (Thermo, San Jose, CA),
estaba conectada a una bomba MS Plus Surveyor (Thermo, San Jose, CA) y a continuacién, a un
espectrometro de masas de trampa de iones (LXQ, Thermo, San Jose, CA). El caudal se fijé en
100 pl/min, pero mediante una division de flujo, se obtuvo una velocidad de flujo de 2 pl/min.
La fase movil A era 0,1% de acido formico/2% de metanol en agua y B era acido férmico al
0,1% en metanol. Las muestras de péptidos se inyectaron y se aplicé un gradiente de elucién
bajo las siguientes condiciones: 5% de B en 2 minutos; un aumento lineal de 5% a 70% de B en
20 minutos; 70% durante 10 minutos; 5% de B durante 10 minutos. La trampa de iones MS se

hizo funcionar en un modo MS/MS dependiente de los datos, donde los cinco iones
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moleculares de péptidos mds abundantes en cada espectro de masas se seleccionaron
secuencialmente para su disociacidon inducida por colisién con una energia de colisidn
normalizada del 34%. Se aplicé una exclusidn dindmica para minimizar la seleccion repetida de
péptidos previamente elegidos para su disociacidn. La temperatura del capilar y la tensién de
electrospray se establecieron a 200°C y 3,5 kV, respectivamente. Para la identificacion de las
proteinas se empled la base de datos de proteinas humanas no redundante de NCBI (32.440
secuencias, publicado el 19 de Junio, 2006) con el programa informatico Proteome Discoverer
1.0 (Thermo Scientific). Se aplicaron los siguientes parametros de busqueda: estados de carga
por defecto de 2+, 3+, y 4+; se permite un maximo de una escisién perdida, una tolerancia
media de masa peptidica de 1,5 Da. Se admite una tolerancia para la busqueda de fragmentos
ionicos de 0,8 Da. Se establece la existencia de una modificacién fija en cisteina
(carbamidometilacidn) y una modificacién variable que fue la oxidacién de la metionina. En
todas las muestras se realizaron busquedas en contra de una base de datos de sefiuelo (Decoy
Database). Se establecid una tasa de descubrimiento falso (FDR) del 1% para todos los
experimentos. Se asignd una identificacion positiva cuando se determinaron dos o mas

péptidos Unicos con alta probabilidad.

13.ENSAYO DE MIGRACION E INVASION CELULAR

Para la realizacién de estos experimentos, se utilizé como referencia el protocolo de
Imamura y cols., (188), que se llevé a cabo mediante el uso del kit de BD Biocoat™ Matrigel™
Invasion Chamber (BD Biosciences, Madrid, Espafia) en placas de 24 pocillos. Para comprobary
medir la capacidad de migracion de las células, éstas fueron suspendidas en insertos en cuya
base hay una membrana con poros de 8 um de didmetro. Para medir la invasion se utilizaron
insertos que contienen una membrana con poros 8 um de didametro recubierta por una fina
capa de Matrigel, mezcla proteica similar al entorno extracelular, que funciona como la
membrana basal in vitro (188). El matrigel obstruye los poros de la membrana impidiendo que
las células no invasivas migren por la membrana. Sin embargo, las células invasivas se separan
entre ellas y migran a través del matrigel. El experimento se realizé con respecto a dos pocillos

control sin insertos, en los cuales se sembrd el mismo nimero de células que en los pocillos

con insertos.

En primer lugar y para asegurar la fijacion de las células a los pocillos control sin
insertos, se vertieron 400 uL de gelatina al 0,1% y se dejaron solidificar a 37°C un minimo de 20

minutos. Ademas, los insertos con membrana y matrigel fueron rehidratados afiadiendo 500
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uL de medio de cultivo DMEM/RPMI 1940 en la parte superior e inferior. Transcurrido el
tiempo, se eliminé el medio usado para hidratar y se lavaron los pocillos e insertos dos veces

con PBS.

Las células se despegaron con tripsina y se sembraron 200.000 células por pocillo en
medio DMEM/RPMI 1940 con concentraciones variables de suero bovino fetal en la parte
inferior de los insertos. Se selecciond una concentracién de suero al 20% por ser la mas

efectiva como atrayente para las células (Figura 26).

Tras 24 horas de incubacién a 37°C, se retiraron las células de la camara superior que
no migraron ni invadieron, los insertos se lavaron con PBS y se paso un bastoncillo de algodon
suavemente por la parte superior de los mismos. En la parte inferior de los insertos, se
afadieron 340 uL del reactivo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) a una concentracion 1 mg/mL y se incubd durante 4 horas en oscuridad a 37°C. Este
ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar
la funcionabilidad mitocondrial de las células. Posteriormente se elimind el reactivo MTT
sobrante, se afiadieron 300 pL de DMSO y se mantuvo la placa 30 minutos en agitacién y
oscuridad con el fin de disolver el formazadn. La absorbancia se determind en un

espectrofotdmetro (Infinite® M200PRO NanoQuant) a 570 nm.

Dado que el nimero de células sembradas en las tres condiciones (control, membrana
porosa para medir migracion y Matrigel para medir invasion) fueron las mismas, el porcentaje
de invasién y migracidn se midié basandose en el control, cuyo valor asignado fue del 100%. El
experimento se realizd un minimo de tres veces para cada linea celular y cultivo primario

analizados, y cada condiciéon por duplicado.

INSERIOS —>
|~ CELULAS NO MIGRATURIAS/NO INVASIVAS

DMEM/RPMI 1940 —p» |- CELULAS MIGRATORIAS/INVASIVAS

MEMBREANA POROSA/MATRIGEL 4 | 750uL DMEM/RPMI 1940 (20% SBF) | - POCILLO

Figura 26. Esquema de los pocillos con el inserto de membrana o matrigel. Las células se sembraron en
su medio correspondiente y las que consiguieron migrar e invadir fueron tefidas con el reactivo MTT,
cuya absorbancia se midié posteriormente en un lector de placas.
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14.INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia es una técnica empleada para visualizar la localizacidon de una
determinada proteina o antigeno especifico en células o en secciones de tejido. El
procedimiento utilizado fue una inmunofluorescencia indirecta mediante el uso de anticuerpos

primarios y secundarios, éstos ultimos unidos a un fluoréforo.

Para llevar a cabo este ensayo, las células fueron separadas con tripsina y sembradas
en su medio correspondiente DMEM/RPMI 1940 en placas de 24 pocillos (10.000 células por
pocillo). Tras 24 horas de incubacién, se lavaron con PBS vy se fijaron con 500 pL de metanol
frio durante al menos una hora a -20°C. Después de la fijacidn, se retiré el metanol y los
pocillos se lavaron dos veces con PBS. Para la permeabilizacion de la membrana celular se
incubaron las células con 500 pL de PBS-Tritén X-100 al 0,25% (Sigma Aldrich) durante 5
minutos. Se retird el Tritdon X-100 y se lavaron las células cuatro veces con 1 mL de PBS-BSA al
0,5%. En la etapa de bloqueo, se incubaron las células durante 30 minutos con 1 mL de PBS-
BSA al 2%. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario Anexina A2 (Abcam,
Cambridge, UK) a una dilucién 1:50 en 1 mL de PBS-BSA al 1%, en un agitador a 4°C durante
toda la noche. Tras retirarse el anticuerpo primario, se lavé con PBS-BSA al 0,5% y se incubd
con el anticuerpo secundario, a una dilucién 1:500 en 1 mL de PBS-BSA al 0,5% durante una
hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Este anticuerpo secundario va unido a un
fluoréforo, en este caso isotiocianato de fluoresceina, FITC, cuya longitud de onda de

absorcién es 494 nm y emite a 520 nm, dando color verde intenso.

Posteriormente se retird el exceso de anticuerpo secundario y se procedié al marcaje
de la cromatina. Para ello, se empleé el fluoréforo Hoechst 33342 (Molecular Probes), el cual
penetra en las células, se une al ADN y permite la distincién de los nucleos celulares. Esta
incubacién se realizd a una concentracién de 3 pg/mL en 1 mL de PBS, durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, los pocillos se lavaron cuatro veces con
PBS, se observaron y fotografiaron las células en un microscopio de fluorescencia invertido

modelo Nikon Eclipse T2000 U con un objetivo 20X.

15.INMUNOHISTOQUIMICA

Gracias a la colaboracién del Servicio de Anatomia Patoldgica, se pudieron obtener
cortes histolégicos de pacientes afectados por CCR. Estos cortes histoldgicos se obtuvieron a

partir de biopsias incluidas en parafina de una muestra tumoral de cada paciente y fueron
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tefiidos por dos métodos distintos. Tres de los cuatro cortes se sometieron a una tincién

inmunohistoquimica con ANXA2, y el cuarto se tifiéd con Hematoxilina-Eosina (H&E).

El primer método supone la aplicacidn de Hematoxilina, compuesto basico que tifie los
nucleos celulares debido a que contienen acidos nucleicos ricos en radicales 4cidos,
obteniendo un color purpura, y de Eosina, colorante acido que tifle componentes basicos en
tonos rosados debido a su naturaleza acida, como el citoplasma celular. Estas tinciones se
realizaron utilizando un sistema de tincién automatica (Dako Artisan®, Dako Diagnostics,

Carpinteria, CA).

Ademas, para el segundo método se realizd una técnica ABC estandar (Complejo de
Avidina Biotina peroxidasa) utilizando un kit comercial (Dako EnVision Flex) en un sistema de
tincién automatica (Dako Autostainer Plus) y empleando un anticuerpo monoclonal de ratén

anti-ANXA2 (Abcam) a una dilucién 1:1000).

Estas tinciones fueron analizadas por el Dr. Carlos Manuel Martinez del Laboratorio de
Patologia Experimental del Servicio de Cirugia Experimental, encargado de realizar el contaje
de células con tincidn positiva de Anexina A2 en la membrana celular. Se estudid la expresidn
media de las células tumorales positivas con el patrén membranoso en el frente invasivo del
tumor. Este porcentaje se midié contando el nimero de células positivas tefiidas con ANXA2
por cada 100 células tumorales en un minimo de 20 campos al azar, utilizando un microscopio

Optico con objetivo de alta resolucidn (400X), modelo Zeiiss Axio Scope A10.

16.ESTUDIO  CLINICO-PATOLOGICO DE PACIENTES CON CANCER
COLORRECTAL

Para la realizacion del estudio de asociacién entre el patrén de tincién celular de
Anexina A2 y la presencia o ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos de los pacientes
afectados por CCR, se revisaron las historias clinicas de dichos pacientes. El objetivo fue
recoger datos demograficos y clinico-patolégicos en una serie prospectiva entre julio de 2011y
octubre de 2014. Para poder tener acceso a las historias clinicas, se contd con la colaboracion

del departamento del Registro y del Servicio de Oncologia del HCUVA.

Uno de los criterios de inclusion en el estudio fue el grado de penetracion del tumor
primario, T, donde se decidid incluir a aquellos con un valor igual o superior a 3, donde el

tumor atraviesa la capa muscular hacia tejidos pericolorrectales.
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Los datos necesarios para el estudio se recopilaron utilizando dos formularios, a partir
de los cuales se generd una base de datos. Los formularios de Anatomia Patoldgica y de Cirugia

y Oncologia quedan representados en las siguientes tablas (Tabla 8).

FORMULARIO

Identificacion del paciente Técnica quirurgica utilizada
N de Biopsia y fecha Localizacion del tumor
Edad y sexo Adenocarcinomas o pélipos presentes
T/N/M Tratamiento con quimioterapia
Fase Deteccidon de metdstasis simultdnea
N2 de ganglios analizados y afectados Tipo de metastasis
Células marcadas con ANXA2 Tratamiento adyuvante
Células marcadas con ANXA2 en la capa muscular Régimen de adyuvancia
Invasion perineural Fecha de recidiva
Invasion venosa extramural Técnica de deteccidn de recidiva
Invasién de los vasos linfaticos CEA>5ng/mL
Depositos tumorales en la grasa Fecha de revision

Tabla 8. Formularios de Anatomia Patoldgica y de Cirugia/Oncologia. En esta tabla se sefialan las
variables que se recogieron de las historias clinicas de los pacientes afectados por cancer colorrectal.

17.ESTADISTICA

Las diferencias de las medias obtenidas en las diferentes condiciones experimentales
se compararon utilizando el test estadistico de la t de Student en el programa GraphPad

(GraphPad Programa informatico Inc., San Diego, CA).

Tras la recogida de datos de las historias clinicas y habiendo realizado el contaje de
células marcadas con Anexina A2 en la membrana celular, se procedié al estudio de asociacion
entre la presencia de metdstasis en los ganglios linfaticos y el nimero de células positivas con
Anexina A2 en la membrana, asi como los diversos parametros histopatoldgicos recogidos. Los
datos demograficos y patoldgicos de los casos con la condicion de ganglios positivos o
negativos fueron comparados estadisticamente utilizando la prueba exacta de Fisher, y2

prueba o la prueba U de Mann-Whitney, de acuerdo con las variables estudiadas.
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Con el fin de determinar la asociacién entre el factor estudiado y las variables
significativas, se utilizé un analisis multivariante de regresion logistica, partiendo de un modelo
donde se introdujeron las variables que habian resultado significativas en el estudio
univariante junto a la presencia de células tumorales en los ganglios linfaticos. En este analisis

se obtuvieron las “Odds Ratio” con un intervalo de confianza del 95%.

Conjuntamente, se estudié mediante un analisis univariante por medio de la Prueba U
de Mann-Whitney la asociacidn entre el nimero de células con patrén de tincién con ANXA2
en membrana en el frente invasivo del tumor con diversos factores demogréficos e

histopatoldgicos.

En todos los casos, se consideraron estadisticamente significativos los valores de p
inferiores a 0,05. Estos analisis estadisticos se realizaron mediante el programa estadistico

SPSS versidon 10.0 (SPSS Inc, Chicago, lllinois, EE.UU.).
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DE FARMACOS UTILIZADOS EN CLINICA EN EL
CRECIMIENTO DE LINEAS CELULARES Y CULTIVOS PRIMARIOS DE
CANCER DE COLON

1.1 EFECTOS DEL FARMACO 5-FLUOROURACILO
1.1.1 CRECIMIENTO DEPENDIENTE DE ANCLAJE

Para comenzar el estudio del farmaco 5-FU, se analizd su posible efecto
antiproliferativo sobre un panel de lineas celulares humanas de cancer colorrectal. Los
primeros ensayos que se realizaron fueron experimentos de crecimiento celular dependiente
de anclaje, donde las lineas celulares de CCR fueron sembradas y tratadas durante 72 horas

con concentraciones crecientes de 5-FU, desde 1 nM hasta 100 uM.

Los resultados obtenidos muestran que este quimioterapico ejercid un efecto
antiproliferativo dependiente de la concentracién. Concentraciones inferiores o iguales a 1 uM
de 5-FU no tuvieron apenas efecto sobre las lineas celulares estudiadas, cuya proliferacion
celular superé el 90% en todos los casos. A una concentracidon de 10 uM y superiores, el efecto
del farmaco fue diferente segun la linea celular estudiada. A partir de dicha concentracion, la
disminucién del crecimiento celular comenzd a acentuarse pero sin llegar a ser significativa

(Figura 27).

Con estos datos, se calculd para cada linea celular el valor de ICsq (Tabla 9), que
muestra la concentracion media de farmaco necesaria para inhibir el 50% de la proliferacion
celular. La mayoria de ellas se vieron poco afectadas por el tratamiento, a excepcién de SW620

y HCT 116 cuya proliferacién se vio afectada en mas de un 50% con 10 uM del farmaco.
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Figura 27. Proliferacion de lineas celulares establecidas de cdncer colorrectal tratadas con 5-
Fluorouracilo. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de 5-FU. La proliferacion
celular fue analizada como se describe en Materiales y Métodos. En la grafica se representa el promedio
de la proliferacion + EEM (n>4).

Linea celular IC_  (hM) EEM

Caco-2 80,94 7,82
HGUE-C-1 73,62 3,39
DLD-1 52,91 2,41
SwW480 46,23 4,90
HCT-15 41,18 1,19
LoVo 40,64 1,82
Colo 201 39,93 1,43
LS 174T 17,22 2,13
HT29 14,11 1,99
Colo 320 11,39 0,78
SW620 9,36 0,96
HCT 116 8,97 0,46

Tabla 9. Valores de ICsy (LM) de inhibicidon de la proliferacion celular causado por 5-Fluorouracilo en
lineas celulares establecidas de cancer colorrectal. Estos datos reflejan el promedio de al menos 4
experimentos + EEM.

Se realizé el mismo experimento para comprobar el posible efecto antiproliferativo de
5-FU en los cultivos primarios (Figura 28). Al escoger una concentracién de 50 uM, y como se
puede apreciar en la figura, la proliferacidn celular tras 72 horas de exposicion al farmaco 5-FU
se redujo entre un 20 y un 25% en los cultivos primarios estudiados. Por lo tanto, dichos

cultivos serian considerados resistentes al tratamiento con 50 uM de 5-FU.
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Figura 28. Proliferacion de cultivos primarios de cancer colorrectal tratados con 50 puM de 5-
Fluorouracilo. La proliferacion celular se determind como se describe en Materiales y Métodos. En la
grafica se representa el promedio de la proliferacion + EEM (n>3). Valor de P calculado mediante el test
estadistico, t de Student, *P<0,05.

1.1.2 CRECIMIENTO INDEPENDIENTE DE ANCLAJE

Ademas del estudio del crecimiento dependiente de anclaje, se realizaron
experimentos para valorar el efecto de 5-FU sobre el crecimiento independiente de anclaje.
Para ello, se escogieron las lineas celulares Caco-2, LS 174T y HT29, por el diferente efecto que

5-FU producia sobre ellas respectivamente.

Como ocurria en los experimentos de crecimiento dependiente de anclaje, una
concentracion de 1 uM de 5-FU no fue capaz de disminuir el crecimiento celular, analizado por
numero de colonias formadas. A 10 uM del farmaco obtuvimos una diferencia significativa
entre las lineas celulares estudiadas. Como se observa en la Figura 29, en la linea celular Caco-
2 no se disminuyd el nimero de colonias formadas al exponer esta linea celular a
concentraciones crecientes del farmaco. Sin embargo, con las demas lineas celulares se
consiguié un descenso muy notable en el porcentaje de colonias formadas. Tan solo se obtuvo
un 23,88+3,40% y un 6,25+0,81% de colonias en las lineas celulares LS 174T y HT29
respectivamente. Con una concentracion de 50 uM de 5-FU el efecto fue mucho mas drastico,
y el crecimiento celular no llegd al 10% en ninguna de las lineas celulares estudiadas por lo que
este ensayo muestra que 5-FU fue mas eficaz en este tipo de ensayos que en los experimentos

de crecimiento dependiente de anclaje.
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Figura 29. Efecto de 5-Fluorouracilo sobre la proliferacion independiente de anclaje en lineas celulares
establecidas de cancer colorrectal. El valor 100% pertenece al nimero mayor de colonias formadas en la
condicion control En la grafica se representa el promedio de la proliferacién + EEM (n>3). Valor de P
calculado mediante el test estadistico, t de Student, **P<0,01.

En el laboratorio se instauré un protocolo para trabajar con los cultivos primarios. En
primer lugar, se realizaba una verificacion de la capacidad de formacidn de colonias. Para ello,
se realizd un ensayo de crecimiento independiente de anclaje en ausencia de tratamiento con
cada uno de ellos. En la Figura 30 queda representado el nimero de colonias formadas por
cultivos primarios con los que se trabajé en el estudio. Se puede apreciar codmo existe una gran
variabilidad en cuanto a la capacidad de estos cultivos en el crecimiento independiente de

anclaje.

Cultivos Primarios HCUVA-CC B cc-1
700 cc-1CT
600 Il CC-3CT
CC-10
,» 500 CC-14
o Il CC-34
S 400
2 Il cc-45
o
S 300 I CcC-56
z Il CC-58
200 CC-62
I cc-63
100 Bl CC-66
Bl cc-71

Figura 30. Crecimiento independiente de anclaje de cultivos primarios. Las células se mantuvieron 14
dias en agar blando afiadiendo medio de cultivo, como aparece en el apartado de Materiales y Métodos.

Tras la comprobacién de dicha caracteristica tumoral, se procedid a realizar un ensayo
de crecimiento independiente de anclaje con 5-FU. Dicho experimento se llevé a cabo con los

cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-34. Como se puede observar en la Figura 31, a una
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concentracion 10 uM de 5-FU se consiguié disminuir el crecimiento celular de HCUVA-CC-1 en
un 91,17+£1,22% y de HCUVA-CC-34 al 90,61%. Los resultados de crecimiento dependiente de
anclaje (Figura 28) demuestran que la inhibicién producida por 5-FU en HCUVA-CC-34 era del
15,78+5,41%. Por tanto, del mismo modo que ocurria con las lineas celulares establecidas, 5-
FU parece ser mas eficaz en ensayos de crecimiento independiente de anclaje en los cultivos

primarios estudiados.
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Figura 31. Efecto de 5-Fluorouracilo sobre la proliferacién independiente de anclaje en HCUVA-CC-1 y
CC-34. El valor 100% corresponde al numero de colonias formadas en la condicidén control. En la grafica
se representa el promedio de la proliferacidn + EEM. Valor de P calculado mediante el test estadistico, t
de Student, **P<0,01.

1.2 EFECTOS DEL FARMACO CAPECITABINA
1.2.1 CRECIMIENTO DEPENDIENTE DE ANCLAJE

Tras realizar estos experimentos frente a 5-FU, se procedié al estudio de su precursor,
Capecitabina. Este farmaco se administra en los tratamientos quimioterdpicos de manera oral
en fases lll y IV del CCR. Se realizaron experimentos de crecimiento dependiente de anclaje en

las mismas condiciones descritas para el ensayo con 5-FU.

Para comprobar si este precursor de 5-FU producia toxicidad en las lineas celulares, se
escogieron lineas celulares con sensibilidad diferente a 5-FU, Caco-2, HGUE-C-1, DLD-1, LoVo y

HCT-15y HT-29.

Como se puede observar en la Figura 32, el efecto de Capecitabina en las lineas
celulares resistentes a 5-FU fue minimo incluso a concentraciones de 50 uM. De hecho, a esta
elevada concentracidn, no se consiguié disminuir el crecimiento celular al 50%, por lo que no
se ha podido comprobar el valor de IC5, frente a estas lineas celulares. En la linea celular HT29,

se obtuvo una disminucién del crecimiento del 35,73+3,24% con 50 uM de Capecitabina, y su
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ICso es de 21,73+3,88 uM. Este resultado contrasta con la ICso de 5-FU, que era de 14,11+1,99

UM, lo que indica un mejor efecto antiproliferativo de 5-FU frente a Capecitabina.
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Figura 32. Proliferacién de lineas celulares establecidas de cancer colorrectal tratadas con Capecitabina.
Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de Capecitabina. La proliferacidn celular fue
determinada como indica Materiales y Métodos. En la grafica se representa el promedio de la

proliferacién £ EEM (n>3).

Para comprobar el posible efecto antiproliferativo de Capecitabina en los cultivos
primarios, se realizd un experimento de crecimiento dependiente de anclaje con algunos de
ellos. Tal y como ocurria con las lineas celulares establecidas, este farmaco poseia un efecto
antiproliferativo casi inexistente, consiguiendo que todos los cultivos estudiados proliferasen

mas del 80% con una concentracién de 50 UM de Capecitabina y por tanto clasificdndolos de

nuevo como resistentes (Figura 33).
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Figura 33. Proliferacién de cultivos primarios de cancer colorrectal tratados con 50 uM de Capecitabina.

En la grafica se representa el promedio de la proliferacion + EEM (n>3). Valor de P calculado mediante el
test estadistico, t de Student, ¥*P<0,05. CAPE: Capecitabina.
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Debido a que el formaco Capecitabina no tenia un efecto significativo en ensayos de

proliferacion celular, se decidié no realizar ensayos de crecimiento independiente de anclaje.
1.3 EFECTOS DEL FARMACO IRINOTECAN
1.3.1 CRECIMIENTO DEPENDIENTE DE ANCLAJE

Otro de los farmacos utilizados en la clinica para tratar el CCR es Irinotecan (IRI). Para
comprobar su posible efecto antiproliferativo se realizaron experimentos de crecimiento
dependiente de anclaje, donde un panel de lineas celulares establecidas de CCR fue tratado

con concentraciones crecientes de IRI, desde 1 nM hasta 100 uM.

Los resultados obtenidos, al igual que ocurria con 5-FU, revelaron que IRI ejerce un
efecto antiproliferativo dependiente de la concentracién. Concentraciones inferiores o iguales
a 1 UM no tuvieron apenas ningun efecto sobre las lineas celulares estudiadas, a excepcion de
SW620, donde a esa concentracidn se consiguié disminuir el crecimiento celular en torno al
40%. A partir de esta concentracién y superiores, el efecto del farmaco comenzé a ser mas
notable en las distintas lineas celulares; pero en contraposicién al efecto de 5-FU, IRl fue mas
eficaz y se necesité menor concentracién de farmaco para disminuir el 50% del crecimiento
celular. Entre 1-10 uM de IRl la disminucién de la proliferacidn celular empezé a ser mas
destacada (Figura 34). Seleccionando una concentracion de 10 uM de IRI, se pudo hacer una
distincidn entre células resistentes al farmaco, aquellas cuya 1C5, supera 10 uM de IRI (Caco-2,
HCT-15 y DLD-1) vy lineas celulares sensibles, cuya ICsq es inferior a la concentracion citada

(HGUE-C-1, Colo 201, LoVo, LS 174T, HCT 116, HT29, Colo 320, SW480 y SW620) (Tabla 10).

HCT-15
SW480
100+ { . SW620
S 804 + HT29
& v Caco-2
3 604 HGUE-C-1
S + DLD-1
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Figura 34. Proliferacién de lineas celulares establecidas de cancer colorrectal tratadas con Irinotecan.
Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de IRIl. La proliferacion celular fue
determinada como indica Materiales y Métodos. En la grafica se representa el promedio de la
proliferacion + EEM (n>4).
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Linea celular 1C_  (0M) EEM

Caco-2 23,37 5,47
HCT-15 14,91 2,70
DLD-1 10,96 1,59
HGUE-C-1 9,12 2,45
Colo 201 8,47 0,97
LoVo 5,33 0,92
LS 174T 5,23 0,40
HCT 116 5,22 0,36
HT29 4,77 0,26
Colo 320 4,60 0,23
Sw480 4,27 0,41
SW620 3,29 0,15

Tabla 10. Valores de IC5, (UM) de inhibicion de la proliferacion celular causado por Irinotecan en lineas
celulares establecidas de cancer colorrectal. Estos datos reflejan el promedio de al menos 4
experimentos £ EEM.

Se analizé el potencial efecto antiproliferativo de IRl en varios cultivos primarios
(Figura 35). Se puede apreciar que aun con una concentracién de 50 uM de farmaco, no se
consiguié disminuir la proliferacién celular mas de un 30%. Por tanto, el farmaco IRl parece
tener mayor efecto antiproliferativo en las lineas celulares establecidas que en los cultivos

primarios estudiados.
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Figura 35. Proliferacion de cultivos primarios tratados con 50 uM de Irinotecan. En la gréafica se
representa el promedio de la proliferacion + EEM (n>3). Valor de P calculado mediante el test
estadistico, t de Student, *P<0,05, **P<0,01.
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1.3.2 CRECIMIENTO INDEPENDIENTE DE ANCLAJE

Para analizar la capacidad de crecimiento independiente de anclaje de diversas lineas
celulares frente a IRI, se escogieron cuatro lineas celulares atendiendo al diferente efecto que

IRl producia sobre ellas: Caco-2, HCT-15, DLD-1 y LS 174T.

La linea celular Caco-2, clasificada como resistente frente a 10 UM de IRI, se comportd
de manera similar que en los ensayos de crecimiento dependiente de anclaje, consiguiéndose
una inhibicidn del crecimiento del 21,72+15,64%, al ser expuesta a dicha concentracion. Al
someter esta linea a una concentracién de 50 UM se consiguidé una proliferacién celular
Unicamente del 14,35+0,69%, que contrasta con un crecimiento superior al 50% obtenido en
crecimiento dependiente de anclaje. Las lineas celulares HCT-15 y DLD-1, también catalogadas
como resistentes a 10 uM de IRI, no sobrevivieron a dicha concentracién y se produjo una
disminucién de la proliferacidn significativa con respecto a la condicién control. La linea celular
LS 174T, sensible en experimentos de proliferacién dependiente de anclaje, posee una mayor
sensibilidad al tratamiento al ser expuesta durante un mayor periodo de tiempo, consiguiendo

una inhibicién del crecimiento aun con concentraciones de 1 uM (Figura 36).
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Figura 36. Efecto de Irinotecan sobre la proliferacion independiente de anclaje en lineas celulares
establecidas de cancer colorrectal. El valor 100% pertenece al nimero mayor de colonias formadas en la
condicion control En la grafica se representa el promedio de la proliferacién + EEM (n>3). Valor de P
calculado mediante el test estadistico, t de Student, **P<0,01.

Estos experimentos se repitieron con dos cultivos primarios, HCUVA-CC-1 y CC-34. Con
una concentracién 50 uM del farmaco IRI se consiguié una inhibicién del crecimiento de los
cultivos del 77,1+4,4% en HCUVA-CC-1 y una reduccién del crecimiento del 86,0+7,4% en
HCUVA-CC-34 (Figura 37). Estos resultados contrastan con los obtenidos de los ensayos de

crecimiento dependiente de anclaje, y del mismo modo que ocurria con 5-FU, el efecto

139



IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DE QUIMIORRESISTENCIA E INVASIVIDAD
PARA LA MEJORA DEL TRATAMIENTO DEL CANCER COLORRECTAL

antiproliferativo de IRl en lineas establecidas y en cultivos primarios fue superior en

crecimiento independiente de anclaje.

100+ Il Control
B IRI 50 uM

% Colonias

CC-34
Cultivos primarios HCUVA-CC

CC-1

Figura 37. Efecto de Irinotecan sobre la proliferacion independiente de anclaje en HCUVA-CC-1 y CC-34.
El valor 100% corresponde al numero de colonias formadas en la condicién control En la gréfica se
representa el promedio de la proliferacion + EEM (n>3). Valor de P calculado mediante el test
estadistico, t de Student, **P<0,01.

1.4 EFECTOS DEL FARMACO SN-38
1.4.1 CRECIMIENTO DEPENDIENTE DE ANCLAJE

Del mismo modo que se analizé el efecto antiproliferativo de Irinotecan, se realizaron
experimentos de crecimiento dependiente de anclaje en un amplio panel de lineas celulares de
CCR frente al metabolito activo de IRI, SN-38, utilizando concentraciones crecientes, desde 1

nM hasta 50 M.

Como se puede comprobar en la Figura 38, este farmaco ejercid un efecto
antiproliferativo muy eficaz. En todas las lineas celulares se consiguié inhibir el crecimiento
celular por encima del 50%. Centrandonos en las lineas celulares catalogadas con menor
sensibilidad frente a IRI; concretamente la linea celular Caco-2 es la que necesité una mayor
concentracién de farmaco para conseguir una disminucidn del crecimiento celular, y aun asi
con una concentracion de 1 uM de SN-38, su proliferacion es del 39,65+8,60%. Debido a esto,
todas las lineas celulares de CCR estudiadas han sido consideradas sensibles al tratamiento con
SN-38. La ICsq calculada para todas las lineas celulares esta en torno a 30-40 nM de SN-38,

aunque para Caco-2 esta concentracion es ligeramente superior, 79 nM de SN-38 (Tabla 11).
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Figura 38. Proliferacion de lineas celulares establecidas de cancer colorrectal tratadas con SN-38. Las
células fueron tratadas con concentraciones crecientes. La proliferacion celular se determiné como
indica Materiales y Métodos. En la grafica se representa el promedio de la proliferacion + EEM (n>3).

Linea celular IC, (nM) EEM

Caco-2 79,65 7,83
HGUE-C-1 46,20 7,75
DLD-1 44,62 10,09
HT29 43,27 8,10
SW620 34,51 2,85
LoVo 34,12 1,00
LS 174T 32,51 0,58
SW480 32,37 2,86
HCT 116 31,79 1,84
HCT-15 30,37 2,11

Tabla 11. Valores de IC50 (nM) de inhibicién de la proliferacidon celular causado por SN-38 en lineas
celulares establecidas de cancer colorrectal. Estos datos reflejan el promedio de al menos 3

experimentos + EEM.
1.4.2 CRECIMIENTO INDEPENDIENTE DE ANCLAJE

El estudio de crecimiento celular independiente de anclaje con el fdrmaco SN-38 se
realizd exclusivamente con los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y CC-34, dado que el efecto en
las lineas celulares fue muy elevado en ensayos anteriores. Como se puede valorar en la Figura
39, con una concentracién de 5 uM de SN-38 se consiguid disminuir el crecimiento celular de
forma significativa con respecto a la condicién control, obteniendo una proliferacién celular en
forma de colonias del 51,9145,15% en HCUVA-CC-1 y Unicamente del 6,05+1,57 en HCUVA-CC-

34.
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Figura 39. Efecto de SN-38 sobre la proliferacidon independiente de anclaje en HCUVA-CC-1 y CC-34. El
valor 100% corresponde al nimero de colonias formadas en la condicidn control. En la grafica se
representa el promedio de la proliferacion + EEM (n>3). Valor de P calculado mediante el test
estadistico, t de Student, **P<0,01.

1.5 EFECTOS DEL FARMACO OXALIPLATINO
1.5.1 CRECIMIENTO DEPENDIENTE DE ANCLAJE

Para comenzar el estudio del quimioterapico Oxaliplatino (OXA), se analizé su posible
efecto antiproliferativo sobre un panel de lineas celulares humanas de cancer colorrectal. Los
primeros ensayos que se realizaron fueron experimentos de crecimiento dependiente de
anclaje, donde un panel de lineas celulares de CCR fueron tratadas con concentraciones

crecientes de OXA desde 1 nM hasta 100 puM.

El efecto de este quimioterapico, del mismo modo que ocurria con los demas, fue
dependiente de la concentracion. Ademas, estos resultados revelan una clara diferencia entre
las lineas celulares estudiadas (Figura 40). El efecto del farmaco comenzd a ser notable a partir
de concentraciones superiores a 1 uM de OXA; a excepcidn de las lineas celulares SW480 y
SW620, donde el crecimiento descendié en torno al 50%, incluso a concentraciones inferiores.
A partir de esta concentracion, algunas lineas celulares comenzaron a ser mas sensibles al
tratamiento. De hecho, al tratar a las células con concentraciones superiores (10 uM), se
observa un perfil diferente entre ellas. Teniendo en cuenta esta concentracién, las lineas
celulares se han clasificado en sensibles, aquellas cuya proliferacién se vié afectada
notablemente a concentraciones menores de 10 uM, y menos sensibles o resistentes, en las
cuales se obtuvo un crecimiento mayor del 50% a concentraciones mayores de 10 uM. En este
contexto, las lineas celulares tumorales HCT-15 y DLD-1 se consideran resistentes a OXA,

alcanzando solamente una reduccién de su proliferacién celular de un 29% y 32%
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respectivamente, a la concentracién de 10 uM de OXA. El resto de lineas celulares estudiadas
son consideradas como sensibles al farmaco: SW620, SW480, HCT 116, LS 174T, Caco-2, HGUE-
C-1, HT29, Colo 201, Colo 320 y LoVo. Con estos resultados, se calculd para cada linea celular y
experimento el valor medio de ICso (Tabla 12), que refleja la concentracion media méaxima de

farmaco que inhibe el 50% del crecimiento celular.
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Figura 40. Proliferacién de lineas celulares establecidas de cancer colorrectal tratadas con Oxaliplatino.
Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de OXA. La proliferacion celular se determind
como se describe en Materiales y Métodos. En la grafica se representa el promedio de la proliferacion +
EEM (n>4).

Linea celular 1C., (uM) EEM

DLD-1 14,38 0,70
HCT-15 13,90 3,24
HGUE-C-1 6,92 0,77
CaCo2 6,52 0,44
LoVo 6,05 1,61
HT29 5,65 0,48
Colo201 4,76 0,24
Colo320 3,95 0,32
Sw480 3,85 0,77
HCT 116 3,57 0,90
SW620 3,07 0,12
LS 174T 1,94 0,15

Tabla 12. Valores de ICsy de inhibicion de la proliferacién celular por Oxaliplatino en lineas celulares
establecidas de cancer colorrectal. La tabla representa los valores de ICsq (UM) obtenidos para cada linea
celular. Estos datos muestran el promedio de al menos 4 experimentos + EEM.
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Tras analizar el efecto antiproliferativo de OXA en las lineas celulares establecidas, se
realizaron los mismos experimentos en los cultivos primarios derivados de pacientes con CCR.
Las condiciones del ensayo fueron las mismas que para las lineas celulares establecidas. En
este caso, como se puede observar en la Figura 41, en la mayoria de los cultivos primarios fue
necesaria una concentracion alta de farmaco para obtener una disminucién de su
proliferaciéon. Cuando estos cultivos fueron tratados con concentraciones de OXA entre 1 nMy
1 UM, se observa una inhibicion de la proliferacion menor al 15% en todos ellos. Sin embargo,
el cultivo primario HCUVA-CC-34 respondid excepcionalmente a concentraciones inferiores a 1
UM, consiguiéndose una inhibicion del crecimiento de un 30%. No obstante, al aumentar la
concentracién del farmaco, incluso hasta 50 uM, no se consiguié un mayor descenso de la

proliferacion.

Conforme se aumenta la concentraciéon del fdrmaco, los cultivos primarios se
comportaron de manera diferente, sobre todo al utilizar la maxima concentracion de 50 uM.
Seleccionando una concentracién de 10 uM, al igual que en el ensayo con lineas celulares
establecidas, se podria realizar una clasificacién en cultivos sensibles (HCUVA-CC-1, CC-3CT y
CC-34) y resistentes (HCUVA-CC-1CT, CC-56, CC-60, CC-62 y CC-71); logrando en estos ultimos

una inhibiciéon del crecimiento menor del 50%.

Cultivos primarios HCUVA-CC

= CC-62

100+ CC-1CT
S g0 = CC-56
S = CC-34
S 60 = CC-60
= cc-71
(@]
% 40 = CC-1
< o0 s CC-3CT

C | | | | | 1

0.001 0.01 0.1 1 10 100

OXALIPLATINO (uM)

Figura 41. Proliferacién de cultivos primarios derivados de pacientes con cadncer colorrectal tratados con
Oxaliplatino. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de OXA. La proliferacién celular
fue determinada como indica Materiales y Métodos. En la gréfica se representa el promedio de la
proliferacion + EEM (n>4).
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1.5.2 CRECIMIENTO INDEPENDIENTE DE ANCLAJE

Para evaluar cdmo afecta el farmaco OXA en la formacidn de colonias, se eligieron seis
lineas celulares establecidas con respuestas dispares a este quimioterapico. Estas lineas
celulares fueron: DLD-1 y HCT-15 como lineas celulares resistentes y HCT 116, LS 174T, SW480
y SW620 como lineas celulares sensibles. Una primera aproximacion mostré que la linea
celular SW480 no era capaz de formar colonias en agar blando, por lo que se descarté para el
experimento. Las demas lineas celulares fueron tratadas con una concentracién de OXA 10 uM
durante 14 dias. Al analizar estos resultados, comprobamos cdmo en la linea celular DLD-1 no
se obtuvo una disminucién en el nimero de colonias tras el tratamiento. Sin embargo, en la
linea celular HCT-15, la formacién de colonias se redujo a un 68,26+1,58%. En las lineas
sensibles se consiguié un descenso significativo en el nimero de colonias con respecto al
control; asi en las lineas LS 174T, HCT 116 y SW620, esta proliferacidon se ve reducida al
9,30+3,12%, 7,96%2,52% vy 1,29+0,98%, respectivamente. Estos resultados corroboraron el
resultado obtenido de inhibicién de la proliferacién celular dependiente de anclaje descrito

anteriormente (Figura 42).
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Figura 42. Efecto de Oxaliplatino sobre la proliferacidon independiente de anclaje en lineas celulares
establecidas de cancer colorrectal. El valor 100% corresponde al numero de colonias formadas en la
condicion control. En la grafica se representa el promedio de la proliferacién £ EEM (n>3). Valor de P
calculado mediante el test estadistico, t de Student, **P<0,01.

Al igual que en los experimentos de proliferacidon celular dependiente de anclaje, se
decidié comprobar la capacidad de formacidn de colonias que tenian los cultivos primarios al
ser tratados con OXA (Figura 43). El resultado de estos experimentos mostré como en los
cultivos HCUVA-CC-1 y CC-3CT se disminuia la formacién de colonias de forma llamativa, al

responden con mayor intensidad al tratamiento cuando eran tratados durante 14 dias.
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HCUVA-CC-34, cuya capacidad de respuesta se quedaba en torno al 50% en el ensayo de
proliferacién dependiente de anclaje, responde de igual manera en ensayos de soft agar,
concretamente se consigue un 54,62+7,33% de crecimiento. En el cultivo HCUVA-CC-56, donde
reducia su crecimiento en torno a un 20% en ensayos de proliferacion dependiente de anclaje,
se consigue disminuir el nimero de colonias formadas de forma similar. Finalmente, en el
cultivo HCUVA-CC-71, el crecimiento independiente de anclaje alcanzé el 74,5616,8%, lo que
coincide con los resultados obtenidos en los experimentos de crecimiento celular dependiente
de anclaje, donde el cultivo disminuia su crecimiento un 28,83+2,27%. Todos estos resultados

validaron los obtenidos en el experimento de crecimiento dependiente de anclaje.

OXALIPLATINO

Il Control

120+
Bl OXA 10 uM

100+
80+
60+

40+

% Colonias

20+

CC-3Ct CC-34 CC-56 CC-58 cCcC-71
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Figura 43. Efecto de Oxaliplatino sobre la proliferacién independiente de anclaje en cultivos primarios. El
valor 100% corresponde al nimero de colonias formadas. En la grafica se representa el promedio de la
proliferaciéon + EEM (n>3). El valor de P se calculé mediante el test estadistico t de Student (*P<0,05,
**p<0,01).

Para una mejor visualizacion del ensayo, se muestra en la Figura 44 el efecto de OXA
sobre la formacién de colonias en un cultivo primario. Concretamente, para el cultivo HCUVA-
CC-1 se utilizaron concentraciones de 10 y 50 uM, obteniéndose un descenso en el nimero de

colonias del 60,2319,05 y 97,5+0,17% respectivamente.
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Figura 44. Efecto de Oxaliplatino en HCUVA-CC-1. Se muestra el porcentaje de colonias formadas con
concentraciones de OXA 10 y 50 uM, y una fotografia del efecto de OXA en el numero de colonias. El
valor 100% corresponde al numero de colonias formadas en la condicion control. Estos datos muestran
el promedio de al menos 3 experimentos + EEM. El valor de P se calculé mediante el test estadistico t de
Student (*P<0,05, **P<0,01).

2. ANALISIS DE LOS MECANISMOS DE DETECCION Y SENALIZACION DEL
DANO EN EL ADN

2.1 NIVELES DE EXPRESION DEL COMPLEJO MRN

El complejo MRN, formado por las proteinas MRE11, Rad50 y NBS1, inicia la cascada de
sefializacion del dafio en el ADN. Dicho complejo detecta la alteracién producida y se une a la

cadena de ADN para posteriormente transmitir esta informacion a la proteina ATM (151).

Para comprobar si las lineas celulares establecidas de CCR eran capaces de responder a
las alteraciones en la cadena de ADN que los farmacos utilizados en este estudio podrian
provocar, se analizé el nivel de expresion de las tres proteinas del complejo MRN por ensayos

de Western Blot.

El andlisis reveld que las lineas celulares estudiadas expresan diferentes niveles de las
proteinas del complejo MRN. Como se puede observar en la Figura 45, el nivel de expresién de
dichas proteinas es practicamente inexistente en las lineas celulares HCT 116 y LS 174T que en
el resto de lineas celulares. De hecho, estas dos lineas celulares poseen una mutacién conocida
en el gen que codifica una de las tres proteinas del complejo, MRE11. Estos resultados indican
que estas dos lineas celulares no son capaces de formar el complejo inicial necesario para la
activacion posterior de ATM vy los siguientes pasos en las vias de sefializacién del dafo en la

cadena de ADN. La linea celular SW620 mostrd un nivel de expresion de NBS1 inferior al resto.
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Su capacidad de respuesta se estudid en ensayos posteriores, al no conocerse mutaciones
asociadas a dicho gen. El resto de lineas celulares estudiadas expresan las tres proteinas y por

tanto pueden responder los efectos de los farmacos en la cadena de ADN (Figura 45).

Rad50

NBS1

B-Actina

Figura 45. Nivel de expresion de las proteinas del complejo MRN (MRE11, Rad50 y NBS1) en lineas
celulares establecidas. Se analizd la expresion de las proteinas por Western Blot como se describe en el
apartado de Materiales y Métodos. Se muestra una imagen representativa de este experimento,
realizado tres veces.

Ademas de realizar estudios con las lineas celulares establecidas, también se decidid
comprobar si los cultivos primarios con los que trabajdbamos expresaban las proteinas del
complejo MRN y por tanto tenian capacidad para iniciar la respuesta a roturas en la cadena de
ADN (Figura 46). Por experimentos de Western Blot evidenciamos que los cuatro cultivos
estudiados expresaban las tres proteinas aunque con variacién en los niveles de expresién de
estas, apareciendo niveles bajos de expresién de Rad50 en HCUVA-CC-1 y de NBS1 en HCUVA-
CC-71. Aun con diferente nivel de expresion, pueden iniciar la activacién de las rutas de

sefializacion consecuencia de los efectos dafinos de los farmacos en la cadena de ADN.

CC-1 CC-3CT CC-56 CC-71

MRE11

Rad50

NBS1

B-Acting | i wi—— —

Figura 46. Nivel de expresidon de las proteinas del complejo MRN (MRE11, Rad50 y NBS1) en los cultivos
primarios. Se analizé la expresidon de las proteinas por Western Blot. Los anticuerpos utilizados fueron:
Rad50, MRE11, NBS1 y B-actina, como control interno.
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2.2 NIVELES DE FOSFORILACION (SERINA 139) DE LA HISTONA H2A.X TRAS EL
TRATAMIENTO CON OXALIPLATINO

Para comprobar el estado de fosforilacion de la histona H2A.X tras el tratamiento con
OXA, las células se sometieron a dicho tratamiento y se analizaron los niveles de YH2AX por
citometria de flujo. En las lineas celulares DLD-1 y HCT-15, que no respondian a OXA en
experimentos de proliferacién al ser tratadas con OXA 10 uM durante 24, 48 y 72 horas, no se
vié incrementada de manera significativa la cantidad de histona H2A.X fosforilada (yH2AX)
después de dicho tratamiento. En cambio, en las lineas celulares SW480 y SW620, se produjo
un mayor porcentaje de células marcadas con yH2AX, incluso tras sélo 24 horas de exposicion.
La activacién de la histona confiere a las células la capacidad para continuar con los primeros

pasos en la activacion de las rutas de sefializacidn tras el dafio en la cadena de ADN.

Por el contrario, observamos como en las lineas celulares sensibles HCT 116 y LS 174T,
aun disminuyendo la proliferacion celular con una concentracion de OXA 10 uM, no se aprecio
incremento en el nimero de células marcadas con yH2AX. Al no haber un incremento de la
cantidad de histona H2A.X fosforilada, ésta no se une al complejo MRN impidiendo la

progresion de sefializacion de roturas en la cadena de ADN (Figura 47).
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Figura 47. Efecto de Oxaliplatino en la fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX). Las células fueron
tratadas con OXA durante los tiempos indicados, fijadas e incubadas con el anticuerpo anti-yH2AX y
Alexa fluor 488. El porcentaje de células marcadas con yH2AX se determind por citometria de flujo y fue
estadisticamente superior en los tratamientos de las lineas celulares SW480 y SW620 (t de Student,
*P<0,5;**P<0,01).
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Tras los experimentos con las lineas celulares establecidas, se analizaron los niveles de
fosforilacién (Ser139) de la histona H2A.X en los cultivos primarios. Como se observa en la
Figura 48, no habia grandes diferencias de respuesta a OXA entre ellos. Los cuatro cultivos
estudiados respondieron de igual manera al farmaco; se produjo un incremento de células
positivas marcadas con yH2AX, que se fue incrementando conforme aumenta el tiempo de
exposicion. Esto indica que todos ellos, aun con diferencias de sensibilidad y resistencia frente
al fdrmaco, son capaces de responder, en principio, a roturas del ADN, activando rutas de
sefializacion del dafio en la doble hélice. En HCUVA-CC-71 se observa la misma tendencia que
en los demas cultivos, aun habiéndose realizado un Unico experimento y no haberse podido
realizar analisis estadistico, debido a que el cultivo no perdurd lo suficiente para poder repetir

estos experimentos.
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Figura 48. Efecto de Oxaliplatino en la fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX) en cultivos primarios. El
porcentaje de células marcadas con yH2AX se determind por citometria de flujo y fue estadisticamente
superior en los tratamientos de los cultivos primarios HCUVA-CC-1, CC-3CT y CC-56 (t de Student,
**p<0,01). N=3., En HCUVA-CC-71 se realizd un solo ensayo.

150



RESULTADOS

2.3 EFECTOS DE OXALIPLATINO EN LAS RUTAS DE SENALIZACION DEL DANO EN EL
ADN

Para continuar el estudio de las vias moleculares de sefializacion del dano, las lineas
celulares fueron tratadas con 10 uM de OXA durante 24 horas. Se analizaron las proteinas

pertenecientes a las rutas de sefalizacidn por experimentos de Western Blot.

En primer lugar, se analizaron las vias de sefializacion de las lineas celulares sensibles
SW480 y SW620. En ambos casos se obtuvo el mismo resultado. El farmaco OXA es capaz de
continuar activando las vias de sefializacién del dafio. Cmo se aprecia en la Figura 49, tras el
tratamiento con OXA, en primer lugar se produce la fosforilacion en serina 1981 de la proteina
ATM, la cual se unira al complejo MRN para amplificar la seiial de dafio en doble cadena.
Posteriormente, una vez activa, esta proteina ATM es capaz de fosforilar a las proteinas Chk1ly
Chk2 en serina 345 y treonina 68, respectivamente. Se analizd el nivel de fosforilacion en

serina 428 de ATR, que no se vio modificado por la administracion del farmaco.

Ambas proteinas, Chkl y Chk2 ya activas, promueven la fosforilacién de las fosfatasas
Cdc25A y Cdc25C respectivamente. La consecuencia de la fosforilaciéon de Cdc25A es la
disminucién de los niveles de proteina total debido a su ubiquitinacidn, apreciado en SW480.
Cdc25C fosforilada aporta el sitio de unién para 14-3-3 a Cdc25C que la secuestra en el
citoplasma, y contribuye a su degradacidon por el proteosoma, por lo que la cantidad de

proteina total disminuye, cdmo se observa en la Figura 49.
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Figura 49. Expresion de las proteinas de las vias de sefializaciéon del ADN de las lineas celulares SW480 y
SW620. Las células fueron sembradas y tratadas con OXA durante 24 horas. Los extractos proteicos
fueron analizados por Western Blot utilizando los anticuerpos indicados. -actina se utilizé como control
interno.

En las lineas celulares HCT 116 y LS 174T (Figura 50), ambas sensibles a 10 uM de OXA
(Figura 40), al ser tratadas con el farmaco, no se produce fosforilacién y por tanto activacion
de las dos proteinas implicadas en el inicio de sefializacién y reparacién del dafio en cadena
sencilla y cadena doble, ATR y ATM respectivamente. Sin embargo, la proteina Chk2, siguiente
etapa de la via de sefalizacidn, si que se encuentra activada por fosforilacién de treonina 68
tras el tratamiento. Consecuentemente, Chk2 inhibe la defosforilacion de la fosfatasa Cdc25C,
lo que conlleva la disminucidn de los niveles de expresidn de Cdc25C total. Otra consecuencia
es la inhibicidn de la fosfatasa Cdc25A, reflejada en el menor nivel de expresion de la proteina,

provocado por su degradacién por el proteosoma.
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(-) Control
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Figura 50. Expresion de las proteinas de las vias de sefializacidon del ADN de las lineas celulares HCT 116 y
LS 174T. Las células se sembraron y trataron durante 24 horas con OXA 10 uM. Los extractos proteicos
fueron analizados por Western Blot utilizando los anticuerpos indicados. -actina se utilizé como control
interno.

En ambas lineas celulares, HCT 116 y LS 174T, el gen de TP53 no presenta mutaciones.
La proteina p53 es activada por Chk2 en condiciones de estrés y una de sus funciones es la
activacién de p21. Comprobamos como tras el tratamiento con OXA 10 uM durante 24 horas
se produjo la induccién de p21 en HCT 116 y LS 174T. Sin embargo, en las demas lineas
celulares estudiadas, debido a que todas poseen mutaciones en TP53, no se consiguid la

induccion de p21 tras el tratamiento (Figura 51).

HCT116 LS 17417 SW620 SW480 HCT-15 DLD-1

(-) Control
(+) OXA 10 uM

Figura 51. Induccién de p21 tras el tratamiento con Oxaliplatino 10 uM durante 24 horas. Los extractos
proteicos fueron analizados por Western Blot utilizando un anticuerpo anti-p21. B-actina se utilizé6 como
control interno.
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Finalmente, se analizd la respuesta de las lineas celulares DLD-1 y HCT-15, a OXA 10
MM durante 24 horas. Estas dos lineas poseen resistencia a OXA, determinado en ensayos de
proliferacion dependiente e independiente de anclaje (Figura 40 y Figura 42). Se observa cémo
al someterlas al tratamiento, no se consigue una activacidon de las primeras proteinas de la
ruta, ATM y ATR (Figura 52). Aun asi, el siguiente escaldon de la via de sefializacion, la proteina
checkpoint Chkl, si que se ve afectada por el tratamiento y se activa por medio de
fosforilacién de serina 345. En este caso, Chk1, no consigue por si sola la fosforilacion de las
fosfatasas Cdc25A y Cdc25C, y por tanto no se produce una disminucién en el nivel de

expresion total de dichas proteinas.

Cabe mencionar que ambas lineas celulares, DLD-1 y HCT-15, provienen del mismo
paciente con CCR y son portadores de mutaciones en el gen que codifica la proteina Chk2
(189). Dichas mutaciones provocan la formacidn de una proteina no funcional, haciendo que

no sea capaz de fosforilarse y por tanto activarse por ATM y/o ATR.

(-) Control
HCT-15 (+) OXA 10 puM

P-ATR P-ATR
ATR ATR
P-Chkl P-Chk1
Chk1 Chki
Cdc25a P-cdc25¢ Cdc25a
B-Actina Cdc25¢ B-Actina

Figura 52. Expresion de las proteinas de las vias de sefalizacion del ADN de las lineas celulares DLD-1 y
HCT-15. Las células fueron sembradas y tratadas durante 24 horas con OXA 10 uM. Los extractos
proteicos obtenidos fueron examinados por Western Blot, utilizando los anticuerpos indicados. Como

control de carga, se utilizé -actina.
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2.4 EFECTOS DE OXALIPLATINO EN EL CICLO CELULAR

Con el objetivo de conocer el efecto de OXA sobre la replicacion del ADN en las lineas
celulares de CCR, se realizaron estudios de distribucién de su contenido en las distintas fases
del ciclo celular. Para ello, las células fueron tratadas con 10 uM de OXA durante 24, 48 o0 72

horas y analizadas mediante citometria de flujo.

En las lineas celulares que han sido consideradas como resistentes tras los
experimentos de proliferacion, HCT-15 y DLD-1 (Figura 40), el analisis del ciclo celular mostré
ligeros cambios en las fases del ciclo. En ambas lineas celulares, como se aprecia en la Figura
53, tras 24 y 48 horas de tratamiento, se produjo una acumulacidn en la fase S que continta
hasta las 72 horas, sobre todo en la linea HCT-15. Cabe destacar que tras 72 horas de
tratamiento, la linea DLD-1 experimentd un pequefio aumento en la fase SubG,, el cual podria
considerarse un signo de apoptosis, debido al largo tiempo de exposicién al farmaco, ya que el
perfil general de ciclo celular permanece casi inalterado respecto a la condicién control sin

tratamiento.

Cuando las lineas celulares sensibles son tratadas con el quimioterapico, se producen
distintas respuestas. La consecuencia de 24 horas de incubacidn con el farmaco en las lineas
celulares HCT 116 y LS 174T fue un bloqueo en la fase G,/M, mucho mas acusado en la linea
celular HCT 116, lo que conduce a una disminucion en la proporcion de células en la fases G;.
El efecto de acumulacion en la fase G,/M fue maximo tras 72 horas de tratamiento,
produciéndose un aumento del bloqueo del 5,8% al 28,03% en la linea celular HCT 116 y del
8,9% al 18,3% en la linea celular LS 174T. En el estudio de las lineas celulares SW480 y SW620
se refleja, tras 24 horas de tratamiento, una acumulacién de células en la fase S. Alas 48 y 72
horas, ambas lineas celulares respondieron con un aumento muy acentuado en la fase SubG, y
en la fase G,/M, destacando este fenédmeno en la linea celular SW620 que evolucioné de un

8% a un 38% de bloqueo en fase G,/M.

El bloqueo observado en las fases S y G,/M del ciclo celular en dichas lineas celulares
sensibles al farmaco OXA es la consecuencia final de la activacion de la ruta de sefializacion del

dafio en la cadena de ADN.
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Figura 53. Analisis del contenido de ADN de las distintas fases del ciclo celular (SubG;, G1, Sy G2/M) en
las lineas celulares de carcinoma colorrectal. Las células se sembraron y trataron con OXA durante 24, 28
0 72 horas. El contenido de ADN de las distintas fases del ciclo celular fue analizado por citometria de

flujo. Estos experimentos se realizaron al menos 3 veces (n>3).
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Estos experimentos de ciclo celular también fueron llevados a cabo con los cultivos
primarios derivados de pacientes con CCR. Para ello se escogieron los cultivos HCUVA-CC-1,

CC-3CT como cultivos sensibles a 10 uM de OXA, y los cultivos CC-56 y CC-71 como resistentes.

A pesar del nivel de sensibilidad o resistencia al farmaco OXA, todos los cultivos
primarios estudiados tienen la capacidad de activar las rutas de sefializacion del dafio al ADN,
que culmina con el bloqueo en una determinada fase el ciclo celular (Figura 54).
Concretamente HCUVA-CC-1, sensible a OXA, respondid al tratamiento con un aumento de la
fase S tras 24 y 48 horas de exposicién al farmaco y evoluciona aumentando la fase SubG; a 72
horas de tratamiento. Por otro lado, el resto de cultivos estudiados poseia un comportamiento
semejante. A las 24 y 48 horas de tratamiento se aprecia un aumento de la fase S que continua
con un incremento de la fase G,/M, mas pronunciado en el cultivo HCUVA-CC-56 a las 72
horas. El aumento de células en la fase SubG1l fue mas pronunciado a las 72 horas de

tratamiento en HCUVA-CC-1, CC-3CT y CC-71.
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Figura 54. Andlisis del contenido de ADN de las distintas fases del ciclo celular (SubG,, G1, Sy G,/M) en
los cultivos primarios. Las células se sembraron y trataron con OXA durante 24, 28 o 72 horas. El
contenido de ADN de las distintas fases del ciclo celular fue analizado por citometria de flujo.
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2.5 EFECTO DE OXALIPLATINO EN APOPTOSIS CELULAR

Una de las consecuencias del tratamiento con quimioterapicos es la activacion de vias
de apoptosis celular. Por ello, ademas de dafio en la cadena de ADN, se comprobd si el
farmaco OXA producia dichos fendmenos de apoptosis, mediante el analisis de la
fragmentacion de la proteina PARP-1. Las lineas celulares DLD-1 y SW480 fueron tratadas con
OXA 10 uM durante 24, 48 o 72 horas. Como se observa en la Figura 55, en la linea celular
catalogada como sensible, SW480, se produjo muerte celular que se va incrementando en el
tiempo, advertido por la rotura de la proteina PARP-1 en dos fragmentos, de 86 y 24 kDa (no
observado en este Western Blot por el bajo porcentaje de poliacrilamida). Sin embargo, en la
linea celular donde no se produjo una disminucidn de la proliferacién celular (DLD-1) a esta
concentracion del fdrmaco, tampoco se obtuvo fragmentacién de PARP-1 tras el tratamiento.
Estos resultados coinciden con los obtenidos al analizar las fases del ciclo celular, donde en la
linea celular SW480 se producia un aumento células en SubG;, que no se observo en la linea

celular DLD-1.

SW480 DLD-1
24H 48H 72H 24H 48H 72H

-+ -+ -+ -+ -+ -+

L‘--— —— S — ——

PARP-1
_— e .. =

(-) Control

B-Actina | " wE e w— g o G W — — - (+) OXA 10 M

Figura 55. Expresion de la proteina PARP-1 en las lineas celulares SW480 y DLD-1. Las células fueron
sembradas y tratadas con OXA durante 24, 48 y 72 horas y los extractos celulares fueron lisados y
analizados por Western Blot, utilizando un anticuerpo frente a PARP-1 y $-actina como control de carga.

Asimismo se realizaron experimentos para comprobar si se producia apoptosis celular
en varios cultivos primarios. La Figura 56 muestra como en los cultivos HCUVA-CC-1 y CC-3CT,
tras un tratamiento de 24 horas aparecid un incremento en la fragmentacién de la proteina
PARP-1, corroborando la sensibilidad que poseen al farmaco. Sin embargo, en HCUVA-CC-71,
de baja sensibilidad a OXA, no se observd un incremento notable en la fragmentacién de la

proteina PARP-1.
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Figura 56. Expresion de la proteina PARP-1 en los cultivos primarios HCUVA-CC-1, CC-3CT y CC-71. Los
extractos celulares fueron lisados y analizados por Western Blot, utilizando un anticuerpo frente a PARP-
1y B-actina como control de carga.

2.6 BUSQUEDA DE QUINASAS ACTIVADORAS DE LAS PROTEINAS CHK1 Y CHK2

Tras los experimentos mostrados, se planted la existencia de una o varias proteinas
que pudieran estar implicadas en la activacion de Chkl y/o Chk2, al margen de ATM y ATR, en
las lineas celulares DLD-1 y HCT-15 que experimentan un aumento de la fosforilacién de Chkly

también en las lineas HCT 116 y LS 174T, con un incremento en la fosforilacion de Chk2.

El estudio se centré en la familia PIKK, quinasas con estructura similar a las quinasas
trifosfato, que son ATM, ATR, DNA-PK, mTOR y SMG1. Ademds de estas proteinas, existen
otras quinasas implicadas en dafio al ADN cuyos niveles también fueron analizados: VRK1,
quinasa activadora de p53 (190) y TTK/MPS1, quinasa que fosforila a Chk2 en treonina 68 y
colocaliza con yH2AX en los focos de dafio al ADN (179).

En una primera aproximacion, se quiso averiguar si los niveles de expresion vy
fosforilacidén, indicativo de activacion, de estas proteinas se modificaban tras el tratamiento de
OXA 10 uM durante 24 horas. Cémo se puede observar en la Figura 57, el tratamiento con OXA
no condujo a una variacion significativa de los niveles de expresidon de estas proteinas. En lo
respectivo a DNA-PK, sus niveles de fosforilacién disminuyeron ligeramente en las lineas
celulares resistentes a OXA, DLD-1 y HCT-15, y aumentaron en la linea celular sensible, SW620.
En la proteina mTOR, los niveles de la proteina fosforilada y total disminuyeron en las lineas
celulares DLD-1, HCT-15 y SW480 tras el tratamiento con el farmaco y se desconoce la razén.
En la linea celular LS 174T, se puede apreciar dos formas de la proteina TTK/hMpsl,
produciéndose un descenso de la expresion de ambas tras el tratamiento con OXA. Se

desconoce si dicha disminucidn pudiera tener una funcién de activacidn de Chk2.
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Figura 57. Niveles de expresion de las proteinas DNAPK, mTOR, VRK1 y TTK/Mps1. Las lineas celulares se
sembraron durante 24 horas con DMSO (control) y con OXA 10 uM. Tras la lisis celular, la expresién de
las proteinas fue analizada por experimentos de Western Blot, utilizando un anticuerpo frente a dichas
proteinas y B-actina como control de carga.

El hecho de que la expresion de estas proteinas no se viera modificada con el
tratamiento no supone que no estén fosforilando y en consecuencia activando a Chk1 y/o
Chk2. Por ello, tras analizar el nivel de expresidn de las quinasas, se plantearon experimentos
de co-inmunoprecipitacion para averiguar si dichas proteinas se unian a Chk1 y/o Chk2 tras el
tratamiento y consecuentemente, las activaban. La proteina Chkl fue inmunoprecipitada en la
linea celular HCT-15. Del mismo modo, la proteina de control Chk2 fue inmunoprecipitada en

la linea celular HCT 116.
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En la linea celular HCT-15, considerada resistente al tratamiento con OXA, se produjo
una uniéon de la proteina Chkl con las proteinas VRK1 y Rad51. Dicha unién se vio
incrementada cuando las células son tratadas con 10 uM de OXA (Figura 58). Estos resultados
podrian implicar que VRK1, involucrada en el dafio en el ADN, podria activar a Chk1 tras el
tratamiento con OXA, en ausencia de ATM y ATR. Rad51 relacionada con la reparacion de

dicho dafio se uniria a Chk1 para comenzar dicho proceso.

Figura 58. Co-Inmunoprecipitacion de Chkl en la linea celular HCT-15. La proteina Chkl fue
inmunoprecipitada como se describe en Materiales y Métodos. Las proteinas coinmunoprecipitadas
fueron detectadas por experimentos de Western Blot, utilizando los anticuerpos que se indican. IP:
muestras inmunoprecipitadas, 1gG: inmunoglobulina G, C: control 24H, OXA: Oxaliplatino 24H.

Se analizo la inmunoprecipitacidon de Chk2 en la linea celular HCT 116, clasificada como
sensible al tratamiento con OXA. A diferencia de HCT-15, este experimento no mostré una
unidn clara entre la proteina inmunoprecipitada y las demas analizadas, que en ningln caso se

incremento tras el tratamiento con OXA 10 uM durante 24 horas (Figura 59).
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Figura 59. Co-Inmunoprecipitacion de Chk2 en la linea celular HCT 116. La proteina Chkl fue
inmunoprecipitada como se describe en Materiales y Métodos. Las proteinas coinmunoprecipitadas
fueron detectadas por experimentos de Western Blot, utilizando los anticuerpos indicados. IP: muestras
inmunoprecipitadas, IgG: inmunoglobulina G, C: control 24H, OXA: Oxaliplatino 24H.

3. ANALISIS DE MUTACIONES SOMATICAS DE LAS LINEAS CELULARES Y
CULTIVOS PRIMARIOS DE CANCER COLORRECTAL

En colaboracién con la Unidad de Genética Molecular del Centro de Bioquimica y
Genética Clinica del HCUVA, el Dr. Pablo Carbonell analizé la presencia de mutaciones en genes
asociados con la carcinogénesis en las lineas celulares establecidas y de los cultivos primarios
derivados de pacientes con CCR. En la Tabla 13 se muestra la mutacion identificada para cada

linea celular en cada uno de los genes en el exén indicado.

Tras comparar dichas mutaciones con las diferentes respuestas de las lineas celulares y
cultivos primarios a OXA, los resultados indicaron que no existe una relacion entre dichas
mutaciones somaticas y la mayor o menor sensibilidad con el fdirmaco OXA. Centrandonos en
el gen KRAS, no parece existir nexo entre las mutaciones de las lineas celulares y su
sensibilidad a OXA. Dentro del panel de lineas celulares estudiadas, se encontraron algunas
lineas celulares sensibles al tratamiento con genotipo silvestre (HT29, HGUE-C-1, Caco-2 y Colo

320) y otras con mutacidn en KRAS (SW480, SW620, LoVo, HCT 116 Y LS 174T).

En el caso del gen BRAF ocurre algo similar, en las células sensibles HT29, Colo 201 y
Caco-2 ha ocurrido una sustitucidon puntual en el aminodcido 600 de BRAF de una Valina(V) por

un acido glutamico (E), mientras que el resto no posee ningln tipo de mutacion.
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La presencia de mutaciones en el gen PIK3CA, concretamente en los exones 9 y 20,
tampoco parece estar asociada al comportamiento de las células frente al tratamiento con
OXA, ya que las células que presentan dicha mutacion responden de forma variable al
tratamiento, habiendo lineas celulares sensibles (HT29, HCT 116 y LS 174T) y lineas celulares
clasificadas como resistentes (DLD-1 y HCT-15), que son portadoras de mutaciones en este

gen.

Linea celular KRAS (Exl1) BRAF(Ex15) PIK3CA(Ex9 y Ex20)

DLD-1 p.G13D WT p.E545K, p.D549N
HCT-15 p.G13D WT p.E545K, p.D549N
HT29 WT p.V600E p.P449T
SW480 p.G12v WT WT
SW620 p.G12v WT WT
LoVo p.G13D WT WT
HCT 116 p.G13D WT p.H1047R
LS 174T p.G12D WT p.H1047R
HGUE-C-1 WT WT WT
Colo 201 WT p.V600E WT
Caco-2 WT p.V600E WT
Colo 320 WT WT WT

Tabla 13. Analisis de las mutaciones somaticas (KRAS, BRAF y PIK3CA) de las lineas establecidas
de cancer colorrectal.

Ademas de analizar la presencia de mutaciones en las lineas celulares establecidas, se
instaurd un protocolo para estudiarlas también en todos los cultivos primarios con los que se
trabajara en el laboratorio. Las mutaciones encontradas en ellos quedan reflejadas en la Tabla
14. Debido a la alta cantidad de muestras recibidas y analizadas, se muestran Unicamente los

cultivos primarios utilizados en el presente trabajo.
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Cultivo primario  KRAS (Ex1) BRAF (Ex15)  PIK3CA (Ex9 and Ex20)

HUVA-CC-1 WT WT p.T1025T
HCUVA-CC-1CT WT WT WT
HCUVA-CC-3CT  p.G12V, p.G13D WT p.E544K, p.D548N

HUVA-CC-34 p.G12A WT WT
HCUVA-CC-56 p.G12S WT WT
HCUVA-CC-60 WT WT WT
HCUVA-CC-62 WT WT WT
HCUVA-CC-63 WT WT p.G546R
HCUVA-CC-71 p.G13D WT p.E544K, p.D548N

Tabla 14. Analisis de las mutaciones somaticas (KRAS, BRAF y PIK3CA) de los cultivos primarios

derivados de pacientes con cancer colorrectal.

Del mismo modo que ocurria con las lineas celulares establecidas, parece que no existe
una relaciéon entre el estado mutacional de KRAS, BRAF y PIK3CA con la sensibilidad o
resistencia al tratamiento con OXA. Ninguno de los cultivos estudiados posee mutaciones en el
gen BRAF. Los cultivos considerados sensibles (HCUVA-CC-1, CC-3CT y CC-34) poseen
mutaciones completamente distintas en los citados genes. Aquellos considerados resistentes a
10 UM de OXA, HCVUA-CC-56 y CC-71, poseen mutacion en KRAS aunque en aminodacidos

distintos; mientras que el gen PIK3CA solamente aparece mutado en el cultivo HCUVA-CC-71.

4. ANALISIS DE LAS MUTACIONES DE TP53 DE LAS LINEAS CELULARES Y
CULTIVOS PRIMARIOS DE CANCER COLORRECTAL

Asimismo, el Dr. Pablo Carbonell de la Unidad de Genética Molecular del Centro de
Bioquimica y Genética Clinica del HCUVA, analizd la presencia de mutaciones en el gen TP53 en
las lineas celulares establecidas de CCR y en los cultivos primarios derivados de pacientes con

CCR.

En la siguiente tabla (Tabla 15) se exponen las mutaciones concretas encontradas
tanto en las lineas celulares establecidas como en los cultivos primarios. Las lineas celulares
DLD-1 y HCT-15, asi como en el cultivo primario HCUVA-CC-71, todos ellos con baja

sensibilidad a 10 uM de OXA, poseen una mutacién en el aminoacido 241, donde una serina (S)
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ha sido sustituida por una Fenilalanina (F). Ademdas DLD-1 y HCT-15 poseen una mutacion

desconocida en heterocigosis (c.1101-2A>C), que afecta al ARN mensajero.

En el caso de las lineas celulares altamente sensibles a 10 uM de OXA, SW480 y
SW620, al igual que los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT, encontramos una
mutacion en el aminoacido 273, en el cual se produce una sustitucién de una arginina (R) por

una histidina (H).

Finalmente, las lineas celulares sensibles a 10 uM de OXA, HCT 116 y LS 174T, no
presentan mutaciones en el gen TP53, al igual que el cultivo primario HCUVA-CC-56,

catalogado como resistente.

LINEAS CELULARES | Mutacién de TP53 [ CULTIVOS PRIMARIOS

DLD-1
p.S241F HCUVA-CC-71
HCT-15
SW480 HCUVA-CC-1
p.R273H
SW620 HCUVA-CC-3CT
HCT 116
WT HCUVA-CC-56
LS 174T

Tabla 15. Analisis mutacional del gen TP53 de las lineas establecidas de cancer colorrectal y de varios
cultivos primarios estudiados.

4.1 NIVELES DE ACTIVIDAD DE P53 EN LINEAS CELULARES DE CCR

Los resultados anteriormente expuestos llevaron a cuestionar si el hecho de encontrar
una misma mutacién puntual en el gen TP53 en una linea celular establecida y un cultivo
primario concretos, haria que la proteina tuviera un comportamiento similar. Para comprobar
la actividad basal de la proteina p53 se realizaron experimentos de transfeccion, en los que se

incorpord un vector que funciona como elemento de respuesta a p53.

Analizando las lineas celulares establecidas, se observa como en condiciones de
crecimiento sin tratamiento se aprecié una mayor funcionalidad de la proteina p53 en las
lineas celulares con TP53 silvestre, donde se incluyen las lineas celulares HCT 116 y LS 174T.
Esta funcionalidad fue significativamente superior (P<0,01) a la observada en aquellas lineas
celulares que poseen una mutacion conocida de TP53. Concretamente la mutacién p.S241F,

representada por las lineas celulares establecidas DLD-1 y HCT-15, tiene como consecuencia la
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formacién de una proteina con actividad basal significativamente inferior a la expresada por la
condicién silvestre (P<0,01). Cuando se analizé la funcionalidad de la proteina cuyo gen posee
la mutacion p.R273H, representado por las lineas celulares SW480 y SW620, se aprecié una

funcionalidad mucho menor que en el genotipo sin mutaciones (Figura 60).

Al estudiar los cultivos primarios, se obtuvo el mismo resultado. En concreto, la
mutacion p.S241F, representada por el cultivo primario HCUVA-CC-71, tiene como
consecuencia la formacidn de una proteina con funcionalidad significativamente inferior a la
expresada por la condicién silvestre; representado por el cultivo primario HCUVA-CC-56.
Examinando la mutacion p.R273H (HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT) se obtuvo una funcionalidad
superior a la obtenida por las lineas celulares portadoras de la mutacién, debido a una mezcla
de clones homocigdticos portadores de mutaciones y heterocigéticos para TP53. Aun asi, dicha

actividad fue significativamente menor al genotipo silvestre (HCUVA-CC-56) (Figura 60).

Estos resultados sugieren que las dos mutaciones examinadas (p.S241F y p.R273H)
afectan a la actividad funcional de la proteina p53. Al ser portadores de dicha mutacidn, dichas
lineas celulares o cultivos primarios tienen como consecuencia la pérdida de funcién de la

proteina.

Actividad Transcripcional p53

Lineas celulares Cultivos primarios
* %
1 *
%* % ]
1.2 o e * ok
1
©
= 1.0 4
c
[
x
= 08 4
2
w 06 4
g Lineas celulares:
T 0.4 - Silvestre: HCT 116 y LS 174T
c p.S241F: DLD-1y HCT-15
2 p.R273H: SW480 y SW620
a 0.2 + Cultivos primarios:

Silvestre: HCUVA-CC-56
p.5241F: HCUVA-CC-71
00 ~ p.R273H: HCUVA-CC-1 y CC-3CT

™

\1 3 £ AY
eSee aN DICC [

Figura 60. Actividad transcripcional de p53. Las células fueron sembradas y transfectadas con un
plasmido de pP53 (elemento de respuesta a p53). El valor representa la proporcion entre la actividad de
la luciferasa de luciérnaga y de la luciferasa de Renilla; (t de Student, *P<0,05, **P<0,01).
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4.2 RELACION ENTRE TP53 Y EL TRATAMIENTO CON OXALIPLATINO

Tras conocer la actividad basal de la proteina p53, se quiso investigar si las mutaciones
conocidas ejercian algun papel importante en la respuesta al farmaco OXA. Se realizaron
ensayos de transfeccidn, en los cuales las lineas celulares y cultivos primarios fueron tratados

con DMSO como condicién control y OXA 10 uM durante 24 horas.

Analizando el comportamiento de las lineas celulares establecidas, aquellas con TP53
silvestre (HCT 116 y LS 174T), vieron incrementada la actividad transcripcional de p53 con el
tratamiento respecto al control en un porcentaje significativamente superior (Figura 61). De
este modo, el tratamiento con OXA estaria activando al gen TP53. No obstante, no se observo
un incremento significativo de la actividad transcripcional de p53 en las lineas celulares
portadoras de mutaciones en TP53. Dada la escasa actividad basal expresada por las lineas
celulares con la mutacion p.S241F (HCT-15 y DLD-1) y con la mutaciéon p.R273H (SW480 vy
SW620), el tratamiento con el farmaco OXA no tuvo la capacidad de activar su funcidn

transcripcional de manera significativa.

Respecto a los cultivos primarios, Unicamente en el cultivo primario con la mutacién
p.S241F (HCUVA-CC-71) se obtuvo una actividad significativamente mayor a la expresada por
la condicidn sin tratamiento. Los cultivos que presentan la mutacion p.R273H (HCUVA-CC-1y
HCUVA-CC-3CT), cuya actividad basal era inferior a la del genotipo silvestre, no incrementaron

la actividad de manera significativa con el tratamiento de OXA (Figura 61).

Actividad Transcripcional p53

Lineas celulares Cultivos primarios
250 *% @ Control (DMSO)
i @8 OXA10 M
- 200 + *
@
8 1
>
= 150 +
Q
‘g 100 Lineas celulares:
S~ Silvestre; HCT 116 y LS 174T
P.S241F: DLD-1y HCT-15
50 o p.R273H: SW480y SW620
Cultivos primarios:
Silvestre: HCUVA-CC-56
0 - p.5241F: HCUVA-CC-71

5\\\;@5\(@ ) 51&\? . ?_7_1'5\'\ & \lﬁs\‘e . 5,1&«? ?.’?33“ P.R273H: HCUVA-CC-1y CC-3CT

Figura 61. Actividad transcripcional de p53 tras el tratamiento con Oxaliplatino. Las células fueron
transfectadas y tratadas con OXA 10 uM. El porcentaje de actividad se compard con la condiciéon sin
tratamiento. La actividad de p53 aumentd de manera significativa en el genotipo silvestre de las lineas
celulares y en los cultivos primarios con la mutacidén p.S241F (t de Student, *P<0,05).
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5. COMPARACION DEL PROTEOMA DE LAS LINEAS CELULARES SENSIBLES Y
RESISTENTES A OXALIPLATINO

Tras analizar el nivel de sensibilidad que poseian las lineas celulares y clasificarlas en
sensibles y resistentes al tratamiento con OXA, se realizd un analisis 2D-DIGE de sus
proteomas. El objetivo de este experimento fue explorar los cambios en la abundancia de las
diferentes proteinas expresadas en los dos grupos, DLD-1 y HCT-15 como lineas celulares

resistentes y HCT 116 y LS 174T como lineas celulares sensibles.

Para ello se realizaron experimentos de 2D-DIGE por triplicado, donde se encontraron
17 proteinas con una mayor abundancia en las lineas celulares DLD-1 y HCT-15, en
comparacion con las lineas celulares HCT 116 y LS 174. De la lista de proteinas localizadas, un
tercio de éstas fueron mitocondriales y otro tercio fueron proteinas implicadas en el

procesamiento del ARN mensajero (Tabla 16).
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Accesion Péptidos | Cobertura de
Av.Ratio| t-Test Nombre de la proteina
number unicos secuencia

RESULTADOS |

1009 3.37 0.0089 1 gil0863945 Helicasa ll dependiente de ATP 2973.21 26.5% 82.65 Reparacion ADN
. Proteina de la membrana interna
1010 441 0.0038 2 gi5803115 mitocondrial 1766.55 12 20.18% 83.62 Estructural
1012 425 0.0025
1013 3.8 0.014
. Proteina de choque térmico
1138 7.58 0.0025 3 gil6507237 (Hsp70) 4109.38 15 28.59% 72.29 Chaperona
1140 9.49 0.014
1423 3.21 0.0032 4 gi19743875 Fumarato hidratasa 238.72 4 9.22% 54.6 Metabolismo mitocondrial
1424 3.5 0.0087
1426 3.43 0.0025 5 gi4503571 Enolasa 1 867.74 5 13.36% 47.14 Glicolisis
. Fosforibosil-aminoimidazol . . .
1499 2.18 0.029 6 gi5453539 boxil 166.31 3 7.76% 47.05 Metabolismo mitocondrial
carboxilasa
1511 13.22 0.0025
) Queratina 18 del tipo | del
1521 2.62 0.013 7 gi40354195 " let 4574.56 12 36.47% 48.03 Estructural
citoesqueleto
1527 2.39 0.0068 8 gi6678271 Proteina de unién al ADN TAR-43 527.18 2 6.52% 44.71 Procesamiento del ARNm
. Factor de elongacion Tu, L . ,
1532 2.38 0.002 9 gi34147630 mitocondrial 2770.5 6 16.48% 49.84 Biosintesis de proteinas
. Acetil CoA acetiltransferasa, . . .
1628 297 0.0025 10 gi4557237 i drial 184.94 3 10.3% 45.17 Metabolismo mitocondrial
mitocondria
1658 5.99 0.002
. Ribonucleoproteina hererogénea .
1660 6.12 0.0025 11 gi55956921 193.17 2 8.42% 30.57 Procesamiento del ARNm

nuclear del grupo A/B
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. Accesion . Péptidos | Cobertura de
Av.Ratio| t-Test | N2 Nombre de la proteina Score " .
number unicos secuencia

. Ribonucleoproteina hererogénea .
1667 4,84 0.0033 12 gi51477708 119.22 2 8.36% 30.65 Procesamiento del ARNm
nuclear del grupo D

1670 5.89 0.0056 13 gi5453854 Proteina 1 de unién aPoli(rC)  784.42 4 15.17% 37.5 Procesamiento del ARNm

Union a fosfolipidos
dependiente de Calcio

1767 9.75 0.0025 14 gi4757756 Anexina A2 3940.41 13 49.26% 38.58

1768 6.19 0.0025
1774 3.47 0.0081

. Ribonucleoproteina hererogénea .
1779 425 0.028 15 gi23503095 97.92 2 8.38% 36.9 Procesamiento del ARNm
nuclear del grupo H3

. 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa Maduracion mitocondrial
2052 3.41 0.0058 16 gi2492759 . 674.12 5 28.74% 26.91
tipo 2 del ARNt
. Proteina homdloga ES1, .
2054 3.6 0.005 17 gil16241354 . . 135.63 2 19.03% 28.15 Desconocida
mitocondrial

Tabla 16. Proteinas diferenciales encontradas entre las lineas celulares DLD-1, HCT-15, HCT 116 y LS 174T tras analisis 2D-DIGE.
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5.1 ESTUDIO DE LA PROTEINA KU80

Una de las proteinas presente en mayor abundancia en las lineas celulares estudiadas
resistentes fue Helicasa Il dependiente de ATP. Esta proteina, denominada cominmente Ku80
y codificada por el gen XRCC5, forma un complejo junto con Ku70, un heterodimero que se une
a la hebra de ADN cuando ha sufrido un corte y participa en la reparacidon del ADN en el

proceso de recombinacién no homdloga (191).

Dado que las cuatro lineas celulares estudiadas poseian diferencias en la respuesta al
qguimioterapico OXA, se quiso comprobar si los niveles de expresién de Ku80 variaban tras el
tratamiento con el farmaco a una concentracion 10 uM durante 24 horas. Como se puede
comprobar en la Figura 62, el nivel de expresién de la proteina Ku80 no varié de una linea
celular a otra, al igual que no se modificéd tras el tratamiento con OXA. Por tanto, estos
resultados sugieren que el incremento de Ku80 observado no se asociaria con el tratamiento

con OXA.

Resistentes Sensibles

HCT-15  DLD-1 LS174T  HCT116
- o+ -+ - + - o+

(-) Control
(+) OXA 10 uM

Figura 62. Niveles de expresion de la proteina Ku80. Las lineas celulares fueron sembradas y tratadas
con OXA 10 uM durante 24 horas. Tras la lisis celular, la expresién de la proteina fue analizada por
Western Blot utilizando un anticuerpo frente a Ku80 y B-actina como control interno.

5.2 ESTUDIO DE LA PROTEINA ANEXINA A2

Otra de las proteinas encontradas cuya expresion es mas abundante en las lineas
celulares resistentes a OXA con respecto a las lineas celulares sensibles fue Anexina A2
(ANXAZ2). Esta proteina fue identificada en tres puntos (1767, 1768 y 1774), en los que la
abundancia estandarizada en todas ellas fue significativamente mayor en las lineas celulares

con mayor resistencia a OXA (R) (Figura 63).
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Figura 63. Tincion representativa del analisis proteédmico 2D-DIGE. Visiéon tridimensional de la
abundancia de los puntos de ANXA2 en las lineas celulares. Registro estandarizado de abundancia
individual (0) y media (#) para cada punto seleccionado; agrupados en lineas celulares resistentes (R) y
sensibles (S), tal como se obtiene por analisis computacional con el programa informatico DeCyder.

5.2.1  NIVELES DE EXPRESION DE LA PROTEINA ANEXINA A2

Se analizé la abundancia de ANXA2 por Western Blot en condiciones de crecimiento sin
adicién de farmaco. Como se puede observar en la Figura 64, destaca que ANXA2 se encontrd
en mayor abundancia en las lineas celulares que presentaron una mayor resistencia al
tratamiento con OXA, HCT-15 y DLD-1. Ademas, se detectd una isoforma de ANXA2 de alto
peso molecular en la linea celular DLD-1 que no se expresd en las otras lineas celulares

estudiadas.
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Resistentes Sensibles

HCT-15 DLD-1 HCT116 LS 174T

2 i e e

BACING L e w— s—

Proporcion 0,88 0,73 0,61 0,52

Figura 64. Niveles de expresién de la proteina Anexina A2. Las células fueron lisadas y el extracto
proteico se analizd por Western blot, utilizando anticuerpos frente a ANXA2 y B-actina, que se utilizd
como control de carga. Se muestran los valores de densitometrado de la proporcién entre la cantidad
ANXA2 y la cantidad de B-actina expresadas.

5.3 ESTUDIO DE MIGRACION E INVASION CELULAR

Anexina A2 es una proteina de unidn a fosfolipidos de la membrana plasmatica que
posee multiples funciones implicadas en la migracién y en la invasién celular, asi como en la
reorganizacion del citoesqueleto entre otras (72—-74,192,193,193,194). Se ha encontrado que
sus niveles de expresidn son elevados en diferentes tipos de cancer como el cancer de cuelloy

cabeza (69), cancer de mama (70,71) y de pancreas (72,73).

Dada la importancia de los procesos de migracion e invasién en el desarrollo del
cancer, se procedié a examinar dichas funciones entre el grupo de lineas celulares resistentes a

OXA, DLD-1 y HCT-15 y el grupo de lineas celulares sensibles, HCT 116 y LS 174T.

Los resultados obtenidos mostraron una mayor capacidad de migracién e invasién de
las lineas celulares con una sobreexpresion de ANXA2, DLD-1 y HCT-15, cuyos valores fueron
superiores al 25% respecto a la condicién control, calculado como el nimero de células
obtenidas en los pocillos sin insertos. Sin embargo, las lineas celulares con menor expresion de
la proteina ANXA2, HCT 116 y LS 174T, no poseian gran habilidad migratoria e invasiva,
obteniendo valores en torno al 6%. Debido a esto, las lineas celulares DLD-1 y HCT-15 han sido
clasificadas como grupo de alta invasividad y las lineas celulares HCT 116 y LS 174T se

caracterizaron como grupo de baja invasividad (Figura 65).
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Figura 65. Migracion e invasion de las lineas celulares resistentes (DLD-1 y HCT-15) y sensibles (HCT 116
y LS 174T) a Oxaliplatino. La capacidad migratoria e invasiva se midié con respecto al nimero de células
obtenidas en los pocillos sin insertos. Las barras de error corresponden al EEM (n>3) (t de Student, ** P
<0.01).

Estos experimentos se realizaron ademds, en un modelo celular altamente
caracterizado. Se analizé la capacidad migratoria e invasiva de las lineas celulares SW480 y
SW620, ambas provenientes del mismo paciente: SW480 obtenida a partir de un
adenocarcinoma de colon primario y SW620 derivada de un ganglio linfatico de la metastasis
del mismo tumor (195). Como cabia esperar, se observd que las células SW620 poseian una
mayor capacidad invasiva, en comparacion con las células SW480 (Figura 66), y por tanto, se

describen como lineas celulares de alta y baja invasividad respectivamente.
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Figura 66. Migracién e invasion de las lineas celulares SW480 y SW620. La capacidad fue calculada como
se describe en Materiales y métodos. Las barras de error corresponden al EEM (n>3) (t de Student, * P <
0.05).
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Al mismo tiempo, se realizaron estos estudios en dos cultivos primarios. La eleccion de
los cultivos primarios se realizdé segun las caracteristicas del tumor primario. Por un lado, se
utilizé el cultivo primario HCUVA-CC-34 que proviene de un varén de 67 afios con un tumor en
fase IV y cuya clasificacion TNM es T4a, que indica que el tumor ha penetrado la superficie del
peritoneo visceral, N2b que se han encontrado mas de 7 ganglios linfaticos cercanos con
afectaciéon tumoral y M1 con metdstasis a distancia. Concretamente, fue localizada una

metadstasis hepatica.

En segundo lugar, se utilizo el cultivo primario HCUVA-CC-62 que procede de un varén
de 68 afos cuya clasificacion TNM es T3 que indica que el tumor invade los tejidos cercanos al
intestino grueso por medio de la muscularis propia; NO significa que de los 12 ganglios
analizados de este paciente en ninguno se obtuvieron células tumorales; y MO que no se le

detectd metastasis a distancia. Por tanto, se ha clasificado como un tumor en fase IIA.

Al analizar estos cultivos en ensayos de invasion y migracién celular, se aprecia cdmo el
cultivo HCUVA-CC-34 poseia una mayor capacidad migratoria e invasiva, al igual que las lineas
celulares, superando el 25% de capacidad frente al control. Concretamente, un 34,90+£7,13%
de capacidad migratoria y un 33,52+6,89% de habilidad invasiva. Sin embargo, el cultivo
HCUVA-CC-62 no destacd por su habilidad migratoria e invasiva, obteniéndose un porcentaje
de migraciéon e invasién cercano al 10% frente a la condicién control. En concreto,

14,85+1,21% en capacidad migratoria y un 13,89+1,60% de habilidad invasiva (Figura 67).
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Figura 67. Migracidn e invasion de los cultivos primarios HCUVA-CC-34 y HCUVA-CC-62. En la grafica se
muestra el promedio de la proliferacion + el EEM de tres experimentos (n=3), (t de Student, * P < 0.05).
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5.4 NIVELES DE FOSFORILACION DE LA PROTEINA ANEXINA A2

La proteina ANXA2 se une a la membrana plasmatica cuando se encuentra fosforilada
(P-ANXA2) (73). Debido a esto, ademas de analizar la expresidon de la proteina total, se planted
analizar los niveles de fosforilacion de la proteina, P-ANXA2, mediante ensayos de Western

Blot.

Para ello, se utilizaron la linea celular SW620, con gran capacidad migratoria e invasiva,
y la linea celular SW480, con menor habilidad de migrar e invadir. Los resultados mostraron
que la proporcidn entre los niveles de proteina fosforilada y de proteina total en la linea

celular SW620 fue significativamente superior a la proporcion calculada en linea celular SW480

(Figura 68).
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Figura 68. Niveles de expresién de P- Anexina A2 y Anexina A2 en SW480 y SW620. Los extractos
celulares fueron analizados por ensayos de Western Blot para detectar los niveles basales de P-ANXA2 y
ANXA2, asi como de HSP90, utilizada como control de carga; n23, (Test U de Mann-Whitney, * P < 0.05).

5.5 LOCALIZACION DE LA PROTEINA ANEXINA A2

Dada la funcién de ANXA2 como activadora de la migracién en la superficie de la célula
(73), se planted analizar su localizacién celular en las lineas celulares establecidas y en los

cultivos primarios. Para ello, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia.

Al estudiar la localizacién celular de la proteina ANXA2 se demostrd cémo en las lineas
celulares mas invasivas DLD-1 y HCT-15, la proteina se encontraba principalmente en la
membrana celular, mientras que en aquellas con menor capacidad de invadir, HCT 116 y LS

174T, el marcaje de la proteina ANXA2 aparecio en el citoplasma (Figura 69).
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Figura 69. Deteccion de Anexina A2 por inmunofluorescencia en las lineas celulares DLD-1, HCT-15, HCT

Mezcla

116 y LS 174T. Las células fueron sembradas, fijadas y tefiidas con el anticuerpo ANXA2 conjugado a
Alexa 488, y la cromatina se tifié con Hoechst 33342. Las imagenes fueron realizadas con un microscopio
de fluorescencia con un objetivo 20X.

En segundo lugar, se planted el mismo experimento comparando las dos lineas
celulares, SW480 y SW620. Como cabia esperar, en la linea celular SW620, catalogada como
altamente migratoria e invasiva, se mantuvo un patréon de tincién en la membrana celular, en
comparacién con las células SW480, de menor capacidad migratoria e invasiva, donde ANXA2

se localizo principalmente en el citoplasma (Figura 70).
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Figura 70. Deteccidn de Anexina A2 por inmunofluorescencia en las lineas celulares SW480 y SW620. Las
células se sembraron y fijaron para posteriormente ser teflidas con el anticuerpo Anexina A2 y Alexa

Flour 488. Las imagenes fueron realizadas con un microscopio de fluorescencia con un objetivo 20X.

Dado que los experimentos de migracion e invasidn celular se habian realizado con los

cultivos primarios HCUVA-CC-34 y HCUVA-CC-62, se comprobd igualmente la localizacidn de la

proteina ANXA2. En el cultivo primario HCUVA-CC-34, que tenia alrededor de un 35% de

habilidad migratoria e invasiva, se observd la proteina ANXA2 localizada en la membrana

celular. Sin embargo, en el cultivo primario HCUVA-CC-62, con una invasidon y migracion en

torno al 10%, considerada poco invasiva, encontramos que ANXA2 tenia una localizacién

citoplasmatica (Figura 71).
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HCUVA-CC-34 HCUVA-CC-62

ANXA2-Alexa 488

Hoechst 33342

Mezcla

Figura 71. Deteccion de Anexina A2 por inmunofluorescencia en los cultivos primarios HCUVA-CC-34 y

HCUVA-CC-62. Las células se sembraron y fijaron para posteriormente ser tefiidas con el anticuerpo
ANXAZ2. Las imagenes fueron realizadas con un microscopio de fluorescencia con un objetivo 20X.

5.6 EFECTO DE OXALIPLATINO EN LA LOCALIZACION CELULAR DE ANEXINA A2

Dadas las diferencias encontradas entre las lineas celulares en cuanto a la sensibilidad
al farmaco OXA y respecto a la localizacién celular de la proteina ANXA2, se planted comprobar

el efecto de este farmaco en dicha localizacién celular.

Para examinar este efecto, tratamos las lineas celulares DLD-1 y SW620, resistente y
sensible respectivamente, con OXA 10 uM durante 24 horas. Los resultados obtenidos
aportaron que esta localizacidon no se asocié con la mayor o menor sensibilidad al farmaco

OXA, y que ademas el patrdn de tincion no se vié alterado con el tratamiento (Figura 72).
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DLD-1 SW620

OXA

Control

Figura 72. Deteccion de Anexina A2 por inmunofluorescencia en las lineas celulares DLD-1 y SW620 tras

Control

ANXA2-Alexa 488

Hoechst 33342

Mezcla

el tratamiento con Oxaliplatino. Las células se trataron con OXA 10 uM durante 24 horas, se fijaron y
tifieron con el anticuerpo ANXA2. Las imagenes fueron realizadas con un microscopio de fluorescencia
con un objetivo 20X.

6. ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EL PATRON DE ANEXINA A2 Y LA
PRESENCIA DE METASTASIS EN GANGLIOS LINFATICOS DE PACIENTES
CON CANCER COLORRECTAL

6.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LOS PACIENTES

Se generd una base de datos con la informacidn clinica de pacientes afectados por
cancer colorrectal que aceptaron participar en el estudio. De manera global, la base de datos
quedd compuesta por 72 pacientes, pero desafortunadamente, 5 de ellos fallecieron durante
el estudio (6,94%). Con respecto a las caracteristicas generales de los pacientes, 24 de ellos
fueron mujeres (33,33%) y 48 varones (66,67%), lo que se corresponde con los ultimos
estudios epidemioldgicos estimados del afo 2012 en Espafia (7). La media de edad de los
pacientes fue de 70,07+1,44 afios, en un rango entre 34 y 94 afos. Los datos de sexo y rangos

de edad quedan recogidos en la Tabla 17.
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GENERO

HOMBRES: 48 (66,67%) MUJERES: 24 (33,33%)

RANGO DE EDAD

34-49 Ahos | 50-59 Afos 60-69 Ahos | 70-79 Anos 80-89 Anos 90-99 Anos

5 (6,94%) 9(12,5%) | 15(20,83%) | 29 (40,28%) | 11 (15,28%) 3(4,17%)

Tabla 17. Datos de sexo y edad de los pacientes afectados por cancer colorrectal utilizados en este
estudio.

Uno de los criterios de inclusién en el estudio fue que el tumor debia tener un grado
de penetracién a través de las paredes del intestino, T, mayor o igual a 3, es decir que
atraviesa la capa muscular hacia tejidos pericolorrectales (subserosa o tejidos grasos). Tras
comprobar y anotar la penetracidn del tumor, la afectacién de los ganglios linfaticos regionales
y la presencia o no de metdstasis a distancia, se anota la fase del tumor. En la siguiente Tabla
18 se refleja el nimero de pacientes diagnosticados en las distintas fases tumorales, asi como

la clasificacién TNM de dichos pacientes.

FASE DEL TUMOR
II: 37 (51,38%) I11: 23 (31,94%) IV: 12 (16,67%)

I1A: 29 IIB: 6 lc: 1 I1B: 19 le: 4 12
PENETRACION DEL TUMOR (T)

AFECTACION GANGLIONAR (N)
NO: 36 N1: 26 (36,11%) N2: 9 (13,8%)
36 (50%) N1A: 8 N1B: 9 N1C: 5 N2A: 4 N2B: 5

MO: 60 (83,33%) M1: 12 (16,67%)

Tabla 18. Fase tumoral y clasificacion TNM de los pacientes afectados por cancer colorrectal utilizados
en este estudio. No se obtuvo la clasificaciéon concreta de un paciente en fase Il y de cuatro pacientes
con N1.
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En relacion a la localizacién del tumor, destacamos que la mayoria de los pacientes se
distribuyeron en dos grupos principales respecto a la localizacién del tumor. En un 38,88% (28
pacientes) el tumor primario fue localizado en el colon ascendente, y también en un 38,88%
dicho tumor primario se localizd en el colon sigmoide. Este ultimo grupo destacd por el alto
numero de metastasis detectadas, todas ellas hepaticas, 5 de 28 pacientes, lo que supone un

26,31%. Incluso en este grupo aparecid un paciente que sufrid recidiva pulmonar, dos afios

después de la operacion (Tabla 19).

Recto +
Sigma

Localizacién . . Transverso
Ciego Ascendente | Transverso Descendente Sigma .
Tumoral + Sigma

3

N2 Pacientes 28(38,88%) | 3(4,17%) 3(4,17%) 28 (38,88%) 1 (2,08%) !

(4,17%) (2,08%)
1 5 metastasis,
Complicacion L 3 metdstasis - - - -
recidiva 1 recidiva

Tabla 19. Localizacion del tumor en los pacientes afectados por cancer colorrectal estudiados en este
trabajo.

Uno de los hallazgos mas llamativos que se observo en el transcurso del estudio fue la
disparidad en el nimero de ganglios analizados en las muestras examinadas por Anatomia
Patoldgica. Como se menciona en la Introduccién, el numero recomendado de ganglios
linfaticos estudiado siempre debe ser mayor de 12 y en nuestro estudio se encontré un 40,28%
de los casos con un nimero menor de 12 ganglios analizados, frente al 59,72% con mas de 12

ganglios examinados.

Debido a lo limitado en el nimero de muestras, no se pudieron realizar estudios de
asociacién referentes a la localizacion tumoral, la técnica quirdrgica utilizada o el tipo de

tratamiento adyuvante administrado.
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6.2 ANALISIS DE LA LOCALIZACION CELULAR DE ANEXINA A2 EN CORTES
HISTOLOGICOS DE PACIENTES CON CANCER COLORRECTAL

La tincidn inmunohistoquimica con ANXA2 procedente de secciones sanas del colon
mostré un patrén membranoso muy débil en el lado apical de las células caliciformes de las
glandulas de secrecion de la mucosa normal del colon (Figura 73d), y un fuerte patron de
tincidén en el citoplasma de las células endoteliales. En contraste, el patron de tincién de las
células tumorales fue diferente al del tejido sano, aprecidandose una fuerte tincidn
membranosa, especialmente distinguible en zonas concretas del frente invasivo del tumor, en

aquellos nidos tumorales que invaden la lamina muscular (sefialados con flechas) (Figura 73e).

H&E

ANXA2

3
e

»

ROITIR

Figura 73. Localizacion celular de Anexina A2 en cortes histoldgicos de céncer colorrectal. Secciones
consecutivas de la pieza histoldgica se tifileron con Hematoxilina-Eosina (H&E) o con un anticuerpo anti-
ANXA2. (Imagenes preparadas por C.M. Martinez y analizadas con un objetivo 200X). Mucosa sana (a,
d), mucosa tumoral (b, e), ldmina muscular (c, f). Las fechas indican la localizacidon de nidos tumorales
que invaden la ldmina muscular.
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Destacamos ademads cortes histoldgicos de un tumor de uno de los pacientes
investigados en el estudio, del cual se obtuvo al cultivo primario denominado HCUVA-CC-34.
Este tumor corresponde a un vardn de 67 afios, clasificado T4aN2bM1, y por tanto fase IV, en
el que se encontrd invasidon venosa extramural, perineural y de los vasos linfaticos, asi como
depdsitos tumorales en la grasa pericélica. La metastasis detectada simultdneamente fue a
nivel hepatico y ganglionar. A las biopsias de colon realizadas a este paciente también se le
practicaron cortes consecutivos de tejido tumoral y éstos fueron tefiidos con ANXA2. La tincion
con ANXA2 encontrada en dichos cortes histolégicos se hallé principalmente a nivel de la
membrana celular, como se puede observar en la Figura 74. Estos datos concuerdan con la
pauta de tincidn encontrada (por experimentos de inmunofluorescencia) en las células aisladas

del tumor primario (Figura 71).

HCUVA-CC 34

Glandula tumoral

Figura 74. Localizacién celular de Anexina A2 en cortes histolégicos de HCUVA-CC-34. Secciones de
tejido tumoral tefiidas con ANXA2, como se describe en Materiales y Métodos. (Imagenes preparadas
por C.M. Martinez y analizadas con un objetivo 200X). El patrén de expresion membranoso de ANXA2
queda indicado con flechas.

Se comprobd ademads, que este patrén de tincidn en la membrana celular se presenté
en tumor budding, término definido como pequefios grupos de células tumorales en el borde
del tumor y asociado a otros factores que aportan peor prondstico, la presencia de invasion
perineural y linfovascular y metdstasis en nodulos linfaticos (80). El tumor budding queda

reflejado en la Figura 75 c y f, donde se aprecia una tincion muy marcada en la membrana
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celular, indicada con flechas. Ademads, en esta figura se vuelve a mostrar, a mayor aumento, la
tincién tanto en la mucosa coldénica normal, donde se observa una expresion débil de ANXA2,
concretamente en el lado luminal de las células caliciformes (Figura 75 d); asi como la tincién
del corte tumoral, donde el patrén de expresion de ANXA2 de las células cancerigenas en el
frente invasivo del tumor también fue caracteristico de la membrana celular (indicado con

asteriscos en Figura 75 by e).

H&E

Anexina A2

Tejido sano Frente tumoral Tumor budding

Figura 75. Localizacion celular de Anexina A2 en cortes histolégicos de pacientes con cancer colorrectal.
Los cortes histologicos se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H&E) y con el anticuerpo anti-ANXA2.
Mucosa colénica normal (a, d), frente tumoral pobremente diferenciado (b, e), y tumor budding (c, f). El
patrén de expresion membranoso de ANXA2 queda indicado con asteriscos y flechas. (Imdgenes
preparadas por C.M. Martinez y analizadas con un objetivo 100X y 400X).
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6.3 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EL PATRON DE ANEXINA A2 Y LA PRESENCIA DE
METASTASIS EN LOS GANGLIOS LINFATICOS DE PACIENTES AFECTADOS POR
CANCER COLORRECTAL

Se realizé un estudio para comprobar si existia alguna asociacién entre la presencia de
metadstasis en los ganglios linfaticos y el nimero de células con tincion de ANXA2 en la
membrana celular evaluado en los cortes histolégicos de tumores de CCR de pacientes con

fase II-111.

Para realizarlo, de la serie prospectiva de 72 pacientes de los que se recogieron los
datos, se eliminaron aquellos en los que se encontré metdstasis simultanea al localizar el
tumor primario, al no conocer con seguridad si la tincién con ANXA2 pudiera deberse a las
caracteristicas del tumor primario o a cambios posteriores en la migracidon de las células
tumorales. Ademas de estos pacientes, se eliminaron a otros cinco tras ofrecer una
inmunohistoquimica defectuosa. Por tanto, el nimero de pacientes incluidos en el estudio fue

de 58.

Conjuntamente con el nimero de células con tincidn positiva de ANXA2 en la
membrana celular, los factores demograficos y los factores histopatoldgicos fueron
estadisticamente comparados con la presencia o ausencia de metdstasis en los ganglios
linfaticos utilizando un analisis univariante, mediante los test estadisticos de Fisher y la prueba

U de Mann-Whitney, segun las variables estudiadas.

Los resultados del andlisis univariante quedan reflejados en la Tabla 20.
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Metastasis en

VARIABLES TOTAL % o (R 23 Valor p
ganglios linfaticos

Positivo Negativo

Femenino 20 34,5 8(34,8) 12 (34,3)
Masculino 38 65,5 15(65,2) 23(65,7) 1,000*

T3 39 673 12(522) 27(77.2)
T4 19 32,7 11(47,8) 8(22,8)  0,085*

Ausente 42 750 12(54,6) 30(88,2)
Presente 14 250 10(454) 4(11,8) 0,010 *

Ausente 42 75,0 13 (56,5) 29(87,9)
Presente 14 25,0 10(43,5) 4(12,1) 0,012 *

Ausentes 46 82,2 16(72,8) 30(88,2)
Presente 10 17,8 6(27,2) 4(11,8) 0,167 *

Ausente 35 30,4 11(47,8) 24(68,6)
Presente 23 39,6 12(52,2) 11(31,4) 0,170 *

Pobre/moderada 44 75,9 16(69,6) 28(80,0)
Buena 14 24,1 7(30,4) 7 (20,0) 0,532*
12,0 12,0 12,0 0,811t
74,0 69,0 76,0 0,075t
17 28 14 0,001 t

Tabla 20. Analisis univariante de relacion entre factores histopatoldgicos y la presencia de metastasis en
los nddulos linfaticos. IVEM, invasion vascular extramural; IPN, invasién perineural; DT, depdsitos
tumorales en grasa pericélica. Los valores de p fueron calculados usando el test estadistico de Fisher's
(*) o la prueba U de Mann-Whitney (1).
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El andlisis estadistico univariante reveld que de los pacientes estudiados, 16 (36,4%)
presentaban metastasis en los ganglios linfaticos y no hubo diferencias significativas entre la
presencia de células tumorales en dichos ganglios con las variables estudiadas: sexo, edad,

fase tumoral, diferenciacion tumoral, invasién perineural o la presencia de tumor budding.

Sin embargo, este andlisis mostrd una asociacion significativa entre la presencia de

metadstasis en los ganglios linfaticos y las siguientes variables histopatolégicas:

e Presencia de depdsitos tumorales en grasa (DTs), p= 0,010
e Presencia de invasion venosa extramural (IVEM), p= 0,012
e Numero de células con patrén de membrana ANXA2 en el frente invasivo del tumor,

p= 0,001

En este estudio se pudo comprobar como el nimero de ganglios analizado, siendo el
valor de la mediana igual a 12, seguia las recomendaciones de la Comisién Americana Mixta

sobre el Cancer y la Unidn Internacional Contra el Cancer.

Se realizé ademas un andlisis multivariante de regresién logistica para valorar aquellas
variables estadisticamente asociadas con la presencia de células tumorales en los ganglios
linfaticos. Este andlisis demostrd una asociacién de la presencia de metdstasis en ganglios
linfaticos con dos de las variables significativas: los depdsitos tumorales en grasa (Ratio de
probabilidad (IC del 95%); 9,82 (2,06-46,68); p<0,05) y el nimero de células con patron de
membrana ANXA2 en el frente invasivo del tumor (Ratio de probabilidad (IC del 95%); 1,09
(1,03-1,15) p<0,05). Asi, la presencia de depdsitos tumorales determina que haya 9,82 veces
mas probabilidad de tener metastasis en los ganglios linfaticos, que aquellos pacientes sin
depdsitos tumorales en la grasa pericdlica. Del mismo modo, a mayor nimero de células con
tinciéon de ANXA2 en la membrana celular, existe una probabilidad 1,09 veces mayor de que

posean células tumorales en los nédulos linfaticos.

Posteriormente se evalué mediante un andlisis univariante la asociacion que existia
entre nimero de células con patrén de tincion de ANXA2 en membrana en el frente invasivo
del tumor y diversos factores histopatoldgicos. Este analisis reveld que sdlo la presencia de
tumor budding en el borde invasivo (p=0,001) se asociaba significativamente con este patron

de tincién (Tabla 21).
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(2
VARIABLES TOTAL % N2 Células marcadas con ANXA2 VALOR p

MEDIANA+RIC

T3 39 67,3 18+19
T4 19 32,7 16125 0,980

Ausente 42 75,0 18121

Presente 14 25,0 17+25 0,977

Ausente 42 75,0 17+21
Presente 14 25,0 21+19 0,850

Ausentes 46 82,2 16121
Presente 10 17,8 21423 0,257

Ausente 35 60,4 14+23
Presente 23 43,6 24+19 0,001

Pobre/moderada 44 75,9 16+22

Buena 14 24,1 2022 0,456

Tabla 21. Analisis univariante de relacion entre factores histopatolégicos y el nimero de células
marcadas con Anexina A2. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney.
RIC: rango intercuartilico.
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El importante avance del diagndstico molecular como consecuencia del desarrollo de
la secuenciacion genética y su aplicacidn en la generacion de terapias dirigidas, ha permitido
que el tratamiento del cdncer colorrectal haya comenzado a encaminarse hacia un proceso
mas individualizado. Estos avances junto con la mejora en la deteccidon precoz de la
enfermedad y la eliminacién de pdlipos precancerosos ha permitido que la mortalidad por CCR

haya disminuido en los ultimos afos (196).

A pesar de todo esto, la supervivencia a cinco afios de los pacientes afectados por CCR
metastasico es menor del 10% (58). El mayor problema en el tratamiento de estos pacientes es
la resistencia de los tumores a los farmacos empleados. Dicha resistencia, ya sea intrinseca o
adquirida, resulta en el fracaso del tratamiento para la gran mayoria de los pacientes con
enfermedad metastasica, y también es un problema importante en la enfermedad localmente
avanzada, donde el 40-50% de los pacientes suele recaer (90,122). Por ello, hoy en dia existe
una clara necesidad de encontrar marcadores de prondstico que sean capaces de predecir la
respuesta o la resistencia a las terapias y asi poder ser aplicados a la clinica con mayor éxito

(197).

Durante las ultimas dos décadas se han realizado multitud de estudios enfocados a
identificar biomarcadores predictivos de respuesta a farmacos (122). Los biomarcadores
pueden tener un valor prondstico, pudiendo ser capaces de estimar la evolucién de un
paciente independientemente del tratamiento. A pesar del gran nimero de publicaciones que
se ocupan de biomarcadores prondsticos y predictivos en CCR, sélo unos pocos biomarcadores

moleculares se han aplicado en la practica clinica.

EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DE LINEAS CELULARES DE CANCER DE
COLON FRENTE A FARMACOS QUIMIOTERAPEUTICOS

El primer objetivo planteado en este trabajo fue identificar el nivel de sensibilidad de
lineas celulares establecidas de cancer de colon y de cultivos primarios derivados de pacientes,
frente a los quimioterapicos utilizados en la practica clinica (5-Fluorouracilo, Capecitabina,
Irinotecan y Oxaliplatino) y al metabolito activo de Irinotecan, SN-38. Esta etapa es
fundamental para poder determinar modelos celulares donde se puedan identificar posibles

biomarcadores asociados a quimiorresistencia. De hecho, las lineas celulares tumorales y los
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cultivos primarios proporcionan un buen modelo para estudiar el tumor en condiciones

controladas in vitro.

Para evaluar la sensibilidad de las lineas celulares frente a los diferentes farmacos se
examino el posible efecto de éstos sobre la proliferacion celular. Para ello, se realizaron curvas
de crecimiento celular con concentraciones entre 1 nM y 100 uM. Dichas concentraciones se
seleccionaron de acuerdo con la bibliografia, queriendo abarcar un rango extenso y asi
comprobar el comportamiento celular de manera global. La concentracion a la cual el farmaco
disminuye el 50% de la proliferacién celular (I1Csg), se utilizé para determinar el punto de corte

para discriminar entre células sensibles y resistentes a un determinado quimioterapico.

Se iniciaron los experimentos con el farmaco quimioterapéutico 5-Fluorouracilo. Este
farmaco se utiliza como terapia adyuvante en pacientes con cancer de colon en fase Ill en
combinacidon con OXA (FOLFOX) o IRI (FOLFIRI) (132). Se ha estudiado que la resistencia a 5-FU
puede ser debida a una gran variedad de mecanismos. Se han descrito algunos como la
reduccion de la expresidn de genes implicados en la activacion de 5-FU, la sobreexpresiéon de la
enzima timidilato sintasa o una disminucidon en la expresién de genes implicados en la
replicacion del ADN (198). Ademads, los transportadores de farmacos de la membrana,
determinantes criticos de las concentraciones de farmaco intracelular, pueden desempeiiar un
papel en la aparicién de toxicidad y el desarrollo de la resistencia contra la terapia basada en
fluoropirimidinas (199). Estos factores protegerian a la célula resistente de la muerte celular

inducida por la incorporacidn de 5-FU, dejando tiempo para reparar el dafio producido.

Los estudios descritos en la literatura referentes a 5-FU suelen realizarse con un
numero no muy elevado de lineas celulares. Cheah y cols., consideraron a la linea celular Caco-
2 resistente a 5-FU, utilizando 100 uM de 5-FU para reducir la viabilidad celular al 88% (200).
Del mismo modo Gémez-Monterrey y cols., obtuvieron una elevada ICsy (46 uM) en su estudio
con la linea celular Caco-2 (201). Asimismo, nuestros colaboradores han demostrado que la
linea celular HGUE-C-1 derivada de un paciente resistente a 5-FU, presenta resistencia a dicho

farmaco (202), al igual que en los experimentos mostrados en esta tesis.

Con el fin de obtener modelos celulares que describan los mecanismos asociados a la
quimiorresistencia, se escogié un gran panel de lineas celulares de CCR. Se comprobd cémo
dicho quimioterapico posee un escaso efecto inhibitorio en la proliferacion de muchas de las
lineas celulares estudiadas, aunque se pueden distinguir algunas con distintos grados de

sensibilidad al farmaco. Estos resultados se refuerzan con el estudio de la proliferacion celular
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mediante crecimiento dependiente e independiente de anclaje y con la utilizacién de cultivos
primarios derivados de pacientes con CCR. Las lineas celulares Caco-2 y HGUE-C-1 serian
consideradas las que peor responden en comparacidon con SW620 y HCT 116, que serian las

mas sensibles (Figura 27), resultado que apoya los mostrados anteriormente.

Los ensayos de formacion de colonias en agar blando, que permiten medir la
proliferacidon independiente de anclaje de las células, han mostrado cémo 5-FU es mas eficaz
en esas condiciones, consiguiendo disminuir el crecimiento de manera notable de la linea
celular Caco-2 con 50 uM de 5-FU (Figura 29). Tras comprobar que todos los cultivos primarios
eran capaces crecer de manera independiente de anclaje, se continud el estudio con los
farmacos utilizados en la clinica. Concretamente, con una concentracion de 50 uM de 5-FU no
se consigue disminuir la proliferacién celular mdas de un 20% en ninguno de ellos y sin
embargo, si se logra en ensayos de crecimiento independiente de anclaje (Figura 31). Para
continuar los ensayos con 5-FU, sugerimos elegir una concentracién de 10 uM, que diferencia
claramente a Caco-2 y HGUE-C-1 como resistentes y a SW620 y HCT 116 como lineas celulares

sensibles.

Para superar las complicaciones médicas y los inconvenientes asociados con la
administracién intravenosa de 5-FU (como mucositis, diarrea, neutropenia y vomitos entre
otros) (199), se han desarrollado farmacos como Capecitabina, precursor de 5-FU
administrado de forma oral cuyo uso es equivalente al de 5-FU (133,141). La mayoria de los
articulos donde se estudia el efecto de Capecitabina, han sido realizados en pacientes. En un
estudio llevado a cabo por Ciccolini y cols., comprobaron que 100 uM de Capecitabina no
disminuia el crecimiento de la linea celular LS 174T en mas de un 20%, del mismo modo que
los resultados presentados (203). Las diferencias encontradas entre 5-FU y Capecitabina se
deben a que ésta ultima necesita ser metabolizada a 5-FU. Apoyando este minimo efecto
descrito en literatura en lineas celulares, nuestros resultados aportan que Unicamente en la
linea celular HT29, se consigue disminuir el crecimiento mas del 50% con una concentracion
elevada de Capecitabina, en torno a 20 uM (Figura 32). En cultivos primarios el resultado es
similar a 5-FU, donde el farmaco no consigue inhibir el crecimiento celular mas del 20%,
confirmando su baja efectividad, y por tanto considerando a todos ellos resistentes al
tratamiento con Capecitabina (Figura 33). Nuestro estudio ha demostrado in vitro, que aun
utilizando un amplio panel de lineas celulares y alta concentracion de Capecitabina, no se

consigue disminuir la proliferacion celular del mismo modo que con 5-FU. Aunque resulte
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efectiva en experimentos con pacientes, no lo es utilizdndola en lineas celulares al no poder

ser metabolizada por éstas.

Otro de los farmacos utilizados como terapia adyuvante y en CCRm es Irinotecan. La
adquisicion de resistencia a este farmaco se debe entre otros motivos a los niveles de
expresion y alteraciones en la estructura de la enzima topoisomerasa | (204). Del mismo modo
que ocurria con los farmacos anteriormente comentados, los estudios referentes a IRl in vitro
suelen utilizar un nimero bajo de lineas celulares. Un estudio con multitud de lineas celulares
fue realizado por Li y cols., donde analizaron mediante ensayos de proliferacion celular el
efecto de IRI. Observaron que en las células SW620 y LoVo se obtiene una IC;o no muy elevada,
pero por el contrario, en lineas celulares como HCT 116, SW480, DLD-1, Caco-2, HT29 y LS 174T
se necesitan concentraciones superiores del farmaco. Las diferencias con nuestro estudio
podrian deberse al mayor tiempo de exposicién utilizado (144 horas) (205). Los resultados
hallados en el presente trabajo amplian el conocimiento acerca de la respuesta al farmaco IR,
al utilizar un amplio panel de lineas celulares y cultivos primarios derivados de pacientes. Al
analizar el efecto antiproliferativo, en todas las lineas celulares estudiadas se logra una
disminucién de la proliferacién (Figura 34). Sin embargo, el estudio de los cultivos primarios
demuestra que en ninguno de ellos el farmaco disminuye su crecimiento mas del 30% con 50
UM de IRl (Figura 35). Al analizar el crecimiento mediante experimentos de proliferacion
independiente de anclaje, se comprueba una mayor eficacia tanto en lineas celulares
establecidas como en cultivos primarios, al igual que ocurria con el farmaco 5-FU. Ademas de
estudios de proliferacion celular se realizaron ensayos de ciclo celular por citometria de flujo
(datos no mostrados). Estos experimentos reflejan un bloqueo en una determinada fase del
ciclo celular en todas las lineas celulares, incluso en la que peor responde en proliferacion

celular (Caco-2), corroborando el efecto antiproliferativo de IRI.

Del mismo modo que se analizo el efecto antiproliferativo de Irinotecan, se estudid su
metabolito activo, SN-38. Se ha comprobado cémo SN-38 posee una potencia 1.000 veces
mayor en lo que se refiere a la inhibicién de la topoisomerasa | y 2.000 veces mayor desde el
punto de vista citotdxico, al compararlo con Irinotecan (206). Segun la bibliografia, este
farmaco es mucho mas efectivo que IRI, consiguiendo una disminucién del crecimiento celular
con concentraciones 100 veces menores que las utilizadas para IRI, lo que nuestros resultados
corroboran. Curiosamente, el cultivo primario HCUVA-CC-1 es el que responde peor a SN-38,
obteniendo una proliferacion celular en forma de colonias del 51,91+5,15%, tras ser tratado

con una concentracién de 5 uM.
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Dado que con el estudio de Irinotecan y SN-38 no se apoya la hipdtesis inicial de hallar
lineas celulares sensibles y resistentes, debido a que todas las células responden de manera
similar, no se continuaron analizando los mecanismos que predispongan a una mayor o menor
sensibilidad. Para continuar el estudio de SN-38 se deberian realizar ensayos de proliferacion

con menores concentraciones que diferenciaran lineas celulares resistentes y sensibles.

Finalmente, el ultimo farmaco donde se estudid el efecto antiproliferativo fue
Oxaliplatino. Los resultados de los ensayos de proliferacion celular dependiente e
independiente de anclaje apoyan la hipdtesis planteada y permitieron clasificar a las lineas
celulares en sensibles, con una ICs inferior a 10 uM vy en resistentes, si su valor de ICsq era
superior a 10 uM. Basados en los resultados obtenidos con estos dos tipos de ensayos, las
lineas celulares DLD-1 y HCT-15 se consideran resistentes, mientras que el resto de las lineas
celulares son catalogadas como sensibles. Desde ese momento, ensayos posteriores se
realizaron con las lineas celulares DLD-1 y HCT-15 como resistentes y HCT 116, LS 174T, SW480
y SW620 como sensibles. En los cultivos primarios estudiados también se realizé una
clasificacién en sensibles (HCUVA-CC-1, CC-3CT y CC-34) y resistentes (HCUVA-CC-1CT, CC-56,
CC-58, CC-60, CC-62 y CC-71). Estudios sucesivos se hicieron con HCUVA-CC-1, CC-3CT, CC-56 y
CC-71.

Varios estudios avalan los resultados aqui mostrados. Gaur y cols., observaron que las
lineas celulares HCT 116, LS 174T y SW480 mostraron niveles bajos de ICsq (207); al igual que
un estudio realizado por lkehata y cols., donde los investigadores advirtieron una alta

sensibilidad de HCT 116 y HT29 frente al farmaco (208).

Igual que ocurre con los farmacos anteriormente comentados, la bibliografia referente
al estudio de proliferacion celular con OXA es muy variada y se evidencia que, aun con la
misma linea celular y el mismo farmaco, los efectos sobre la proliferacion celular difieren entre
estudios. Se ha determinado que el pase de la linea celular, la densidad celular, el tiempo de
exposicion, el vehiculo en el que se disuelve el compuesto y el ensayo que se use para
cuantificar el efecto citotéxico (XTT, MTT, Resazurina, cristal violeta, ensayo luminiscencia de
ATP) pueden influir sobre la determinacion de los valores de ICsq(209,210). Asi mismo, hay que
tener en cuenta las condiciones en las que se encuentran las lineas celulares y el pase que se

utilice para los experimentos.

Tras el estudio de los farmacos anteriormente expuestos, se decidid continuar la

identificacion de biomarcadores asociados a la sensibilidad y/o resistencia en el farmaco
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Oxaliplatino. Aunque con experimento con 5-Fluorouracilo distinguiamos entre lineas celulares
sensibles y resistentes, decidimos profundizar en el estudio con Oxaliplatino, al ser un farmaco

mas novedoso y en el que su mecanismo de accién no ha sido tan estudiado.

CAPACIDAD DE SENALIZACION Y REPARACION DE DANO AL ADN
FRENTE A OXALIPLATINO

Para buscar posibles marcadores moleculares que pudiesen explicar este
comportamiento diferencial, se escogié una concentracién de 10 uM como punto de corte
para clasificar a las lineas celulares como resistentes y sensibles. Hoy en dia los mecanismos
mas estudiados para la busqueda de marcadores asociados a la respuesta a OXA son el del
propio farmaco y los sistemas de reparacién del ADN, como las proteinas XRCC1y ERCC1 (122).
Sin embargo, la sefializacion del dafio en el ADN es un fendmeno importante previo a la
reparacion que no ha sido ampliamente estudiado, por lo que se decidid buscar marcadores

asociados a dicha sefializacion.

Se comenzd esta busqueda atendiendo al efecto de rotura que produce el farmaco en
la cadena de ADN, investigando en primer lugar si las lineas celulares eran capaces de
responder a esas roturas. Al comienzo del dano en el ADN, el complejo MRN, integrado por
MRE11, Rad50 y NBS1, percibe el dafio, se une a la cadena rota del ADN y transmite esa
informacién a la enzima ataxia telangiectasia mutada (ATM) encargada de continuar la
sefializacion. Para poder formar el complejo, las proteinas que lo constituyen deben ser
funcionales, y de hecho, es sabido que MRE11 estabiliza a Rad50 y a NBS1 en la formacidn del

complejo (151,211).

Dada la importancia de la histona H2A.X al inicio de la respuesta al dafo en la cadena
de ADN, se realizaron experimentos orientados a comprobar el nivel de fosforilacion de la
dicha proteina. La primera funcién de la histona H2A.X es unirse al complejo MRN,
previamente unido a ATM, para potenciar la seial de rotura y reparacion de la hebra de ADN.
Esta variante fosforilada, yH2AX, tiene una extensién C-terminal que es utilizada para

reparacion del ADN (212,213).

Con el fin de comprobar el efecto que ejercia OXA en las rutas de sefalizacion del
dafio, se analizaron ademas los niveles de expresidn de proteinas de las rutas ATR-Chk1 y ATM-
Chk2, implicadas en la sefializacion de respuesta a dafio en cadena sencilla y de cadena doble,

respectivamente. Posteriormente, para una mejor comprension del efecto antiproliferativo del
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farmaco, y como consecuencia final de la sefalizacidon del dafio, se estudid por citometria de

flujo la distribucion del contenido de ADN en las fases del ciclo celular.

Debido al papel que ejerce p53 en la respuesta al dafio en el ADN (sefializaciéon y
reparacion) y la progresion del ciclo celular (110,155) en esta tesis se han analizado las
mutaciones puntuales en este gen en las lineas celulares establecidas y en los cultivos
primarios, para comprobar si existe asociacién entre las mutaciones de dicho gen vy la
respuesta a OXA (Tabla 15). TP53 es un gen supresor que aparece mutado en la mitad de los
tumores sélidos conocidos, aunque la frecuencia de mutacidn difiere segun el tipo de cancer.
Alrededor del 90% de las mutaciones encontradas pertenecen a la region entre los codones
125-300 (107). Del mismo modo, se investigd la actividad transcripcional de p53, antes y
después del tratamiento con OXA. En concordancia con dicha informacién, la mayoria de las
mutaciones encontradas en las lineas celulares estudiadas estdn localizadas en el dominio de
unién a ADN (aminodcidos 102-293), y dichas mutaciones fueron comprobadas en la base de

datos de la Agencia internacional de investigacion en Cancer (IARC).

Tras analizar las rutas de sefializacion del dafio en el ADN se obtuvieron tres modelos
celulares. En ellos se explica el mecanismo de accién del farmaco Oxaliplatino desde el dafio

producido en el ADN, el efecto en el ciclo celular y la supervivencia o muerte celular.

El PRIMER MODELO, representado por las lineas celulares sensibles, SW480 y SW620,
sigue el patron mas conocido descrito para las roturas en la cadena de ADN, consiguiendo una

correcta sefializacién de dicho patrén. Se expresan niveles basales de las proteinas del

complejo MRN y consecuentemente, son capaces de formar el complejo que se unird a la
doble hélice. A este complejo, se ensambla posteriormente la proteina ATM habiéndose
activado por fosforilaciéon en serina 1981 (Figura 49). ATM interacciona directamente con la
subunidad NBS1 y fosforilara a la histona H2A.X en serina 139, cuyos niveles aumentan
considerablemente conforme se incrementa el tiempo de exposicién al farmaco (yH2AX)
(Figura 47). En un estudio previo se investigd el efecto de OXA en la linea celular SW480,
donde sin embargo, no se observé un incremento importante de yH2AX (207). En dicho
estudio, los investigadores utilizaron la misma concentracién pero tiempos de exposicion al

farmaco menores.

Posteriormente la proteina ATM ademas de fosforilar a la histona H2A.X activa a las
proteinas control, Chkl y Chk2, por fosforilacién en serina 345 y treonina 68 respectivamente.

Ambas proteinas fosforiladas inhiben la defosforilacién de la fosfatasa Cdc25C. Cdc25C
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fosforilada es secuestrada por 14-3-3 en el citoplasma, contribuyendo a su degradacion por el
proteosoma, reflejado en la disminucidon en los niveles de expresion de Cdc25C total. La
consecuencia de la disminucidn en la expresién de Cdc25C es la inhibicién del paso hacia la
mitosis y bloqueo del ciclo en la fase G,/M. Del mismo modo, Chkl y Chk2, fosforilan a Cdc25A
(datos no mostrados) y dicha fosforilacién, que es una sefial de ubiquitinacién, induce la
disminucién de los niveles de expresiéon de Cdc25A total (Figura 49). La consecuencia de la
disminucién de Cdc25A es el bloqueo de la ciclina A/E con Cdk2, lo que conlleva un bloqueo en
el paso de la fase G; a la fase S del ciclo celular (182). Concretamente, se produce al inicio una
acumulacidn de células en la fase S, que va evolucionando hacia un aumento de la proporcion
de células en la fase SubG; y en la fase G,/M, ésta ultima muy marcada en la linea celular
SW620 (Figura 53). El bloqueo observado en las fases S y G,/M del ciclo celular en dichas lineas
celulares sensibles al farmaco OXA es la consecuencia final de la activacién de la ruta de

sefializacion del dafo en la cadena de ADN.

Un estudio realizado por Nannizzi y cols., demostré que en las lineas SW620, LS 174T y
HT29 se producia un aumento del porcentaje celular en la fase S y G,/M del ciclo celular tras el

tratamiento con OXA, del mismo modo que en nuestro estudio (120).

Ademas del efecto a nivel de las rutas de sefializacion, se comprobd como el farmaco
OXA era capaz de provocar muerte celular programada o apoptosis. Esto se ve reflejado por un
lado, en experimentos de ciclo celular, con un aumento en el nimero de células en la fase
SubG; del ciclo y por otro, mediante la fragmentacién de la proteina PARP-1, concretamente

en la linea celular SW480 y en los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y CC-3CT (Figura 55).

En este modelo se incluyen ademas a los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-
3CT, ambos sensibles al farmaco OXA. Se comprobd el nivel de expresion basal de las tres
proteinas del complejo MRN (MRE11, Rad50 y NBS1), y el aumento de yH2AX tras el
tratamiento con OXA durante 24, 48 y 72 horas. Con ello se corrobora que poseen la capacidad
de iniciar la respuesta frente a posibles roturas en la cadena de ADN (Figura 46 y Figura 48).
Ademas, se produce un aumento de fosforilacion de Chkl y Chk2 tras el tratamiento con 10
UM de OXA durante 24 horas (datos no mostrados). La consecuencia final de la sefalizacion del
dafio se observd en una acumulacion celular en la fase S del ciclo celular y posteriormente, a
mayor tiempo de exposicidén, un bloqueo en fase G,/M y acumulacion de células en SubG,,

sintoma de muerte celular.
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En lo relativo a TP53, las lineas celulares SW480 y SW620 tienen una mutacién en el
aminodcido 273, en este caso en homocigosis, donde una Arginina ha sido sustituida por una
Histidina (p.R273H). Nuestros resultados de actividad transcripcional sugieren que la presencia
de dicha mutacidn, encontrada también en los cultivos primarios HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-
3CT, tendria como consecuencia una funcionalidad de la proteina p53 significativamente
inferior a la actividad presentada por las lineas celulares sin mutaciones (Figura 60). Este
cambio de aminoacidos provoca que la proteina formada no reconozca la secuencia especifica

de ADN a la que se tiene que unir, debido a la localizaciéon de p.R273H en la zona de unién a la

doble cadena. Cuando estas células se exponen al tratamiento con OXA, la proteina p53 no

puede ejercer su funcién de forma adecuada, y no es capaz de unirse a las secuencias

promotoras del ADN. Dichas secuencias podrian ser aquellas que codifiquen proteinas de
reparacion, cuyo resultado es que el dafio causado no sea remediado. Se forma una proteina

inactiva que provocaria que las células no sobrevivan al tratamiento. Esto se puede ver

reflejado de manera gréfica cuando analizamos la funcionalidad de p53, donde ésta no se ve
modificada con OXA (Figura 61). Aunque las vias de sefializacién estén intactas, las rutas de

reparacion no consiguen activarse, por lo que la consecuencia final es la muerte celular.

Del mismo modo, se analizé la actividad transcripcional de p53 de los cultivos
primarios HCUVA-CC-1 y CC-3CT, ambos sensibles al tratamiento con OXA. Comprobamos que
la consecuencia de dicha mutacién (p.R273H) es la formaciéon de p53 con una actividad
elevada, pero significativamente inferior a la presentada por el fenotipo silvestre (Figura 60).
Tras el tratamiento con OXA obtenemos el mismo resultado que en SW480 y SW620; no se

aprecia modificacidén de la actividad, es decir, p53 no puede activarse frente al dafio causado

por el farmaco (Figura 61). Parece ser que aun con una mezcla de clones homocigdticos
portadores de mutaciones y heterocigéticos para TP53, se forma una cantidad de proteina
insuficiente para desencadenar procesos de reparacion. De este modo, corroborando lo

descubierto en las lineas celulares, la sefializacidon se realizaria de manera independiente de

p53 que culmina con el blogueo del ciclo celular en fase S y G,/M. Sin embargo, la reparacién

seria dependiente de p53, ya que HCUVA-CC-1 y CC-3CT no son capaces de remediar el dafio

provocado y mueren. Estas mutaciones concretas no impiden que p53 active procesos de
muerte celular, aunque es sabido que la mutacion p.R273H, tiene implicacion en multitud de
vias celulares principalmente en respuesta al dafio al ADN y también en ciclo celular y
apoptosis (214,215), comprobado en el presente trabajo. Un unico estudio analiza la
importancia de la localizacién de una mutacién en R273, punto caliente de mutaciones

conocidas como p.R273H, p.R273C y p.R273G, que ocurren con elevada frecuencia en

201



IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DE QUIMIORRESISTENCIA E INVASIVIDAD
PARA LA MEJORA DEL TRATAMIENTO DEL CANCER COLORRECTAL

muestras de pacientes. En dicho estudio encontraron un incremento de proliferacién, invasion
y resistencia a fdrmacos in vitro en muestras con p.R273H y p.R273C, a diferencia de las que
poseian la mutacion p.R273G (216). Sin embargo en nuestros resultados, la presencia de

p.R273H no aumenta la resistencia a OXA.

Chk2 Chk1
TP53: p.R273H A \_
Cdc25c Cdc25a

v v

 Fase Gz/M M Fase S
M SubG1 M SubG1
MUERTE CELULAR

Figura 76. Representacion esquematica de la ruta de sefalizacién del daifo en el ADN del primer
modelo.

El SEGUNDO MODELO celular quedaria representado por las lineas celulares HCT 116 y
LS 174T, sensibles al tratamiento con OXA. En el complejo MRN, los niveles de Rad50 son muy
inferiores a los de las demas lineas celulares, y ademas no expresan MRE11, debido a una
mutacion conocida en el gen MRE11 (154). De este modo, no forman de manera correcta el
complejo MRN, y no son capaces de unirse a la cadena doble de ADN cuando ha sufrido una
rotura. Como consecuencia inmediata, la proteina ATM no se activa (Figura 50) y la histona
H2A.X no se fosforila (Figura 47), ambos eventos implicados en el inicio de la sefializacion
correcta del dafo. Aun siendo sensibles al tratamiento, la fosforilacién de ATM y de la histona

H2A.X no se considerarian biomarcadores de roturas en el ADN.

En los trabajos de Takemura y cols., estudiando el complejo MRN demostraron que las

células deficientes en este complejo, también lo son para activaciéon de la proteina Chk2,
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dependiente de ATM. Sin embargo, sus resultados confirman que la activacion de Chkl es
independiente de MRN (211). No obstante, nuestros experimentos demuestran lo contrario,
ya que obtenemos una activacion de la proteina Chk2, reflejado en una mayor fosforilacién
tras el tratamiento, en estas lineas celulares, donde MRE11 aparece mutado. Esto sugiere una

activacion de la proteina Chk2 por un sistema independiente de MRN-ATM. Park y cols.,

demostraron activacidon de Chk2 en la linea celular HCT 116, al igual que en nuestro estudio,

tras el tratamiento con OXA 10 uM (217).

Una vez activada por fosforilaciéon en treonina 68, Chk2 es capaz de inhibir la
defosforilacién de la fosfatasa Cdc25C, impidiendo que defosforile cdc2 y por tanto ésta siga
unida a ciclina B, produciendo una parada del ciclo celular en la fase G,/M (Figura 50 y Figura
53). El efecto de OXA en la fosfatasa Cdc25C fue también estudiado por Voland y cols., donde
las células se trataron con 5 uM de OXA durante 24 y 48 horas y consiguieron una disminucion
de la proteina total dependiente del tiempo (218). Al analizar el nivel de expresién de la
fosfatasa Cdc25A, comprobamos cdmo desciende con el tratamiento, tras su ubiquitinacién,
consecuencia de fosforilacion por parte de Chk2 (datos no mostrados). Sin embargo dicha

disminucién no tiene efecto a nivel de ciclo celular, donde se produce una bajada en la fase S.

Comprobamos por citometria de flujo que en dichas lineas celulares se produce un
blogueo en la fase G,/M, mucho mas marcado en la linea celular HCT 116, y maximo tras 72
horas de tratamiento. Del mismo modo que ocurria con SW480 y SW620, el bloqueo
observado en la fase G,/M del ciclo celular en HCT 116 y LS 174T es la consecuencia final de la
activacion de la ruta de sefalizacidn del dafio en la cadena de ADN. El perfil de ciclo celular en
la linea celular HCT 116 ha sido ampliamente estudiado. Arango y cols. (219) encontraron
acumulacion de células en la fase G,/M del ciclo celular y reduccién en la proporcidn de éstas
en la fase S, tras el tratamiento con OXA, acompainandose de una acumulacién de células en la
fase SubG;, que indica desencadenamiento de apoptosis dependiente del tiempo. Este
acumulo de células HCT 116 en la fase G,/M también se reflejé en un estudio donde fueron

tratadas con 10 uM de OXA durante 24 horas (159).

Como ya se ha indicado, otro de los mediadores de la sefializacién, activado por ATM y
Chk2 es p53. HCT 116 y LS 174T no poseen mutaciones en este gen, de modo que, cuando las
células se tratan con OXA, se consigue la induccidén de uno de sus efectores, la proteina p21,
cuya funcién es el blogueo en las fases S y G,/M del ciclo celular. En las demas lineas celulares,

con mutaciones en TP53 no se consigue activar la expresion de p21 (Figura 51).
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Al analizar la actividad transcripcional de p53 en las lineas celulares HCT 116 y LS 174T,
con TP53 silvestre, observamos una actividad basal de p53 significativamente superior a la del
resto de lineas celulares. Cuando se exponen al quimioterdpico, ven incrementada su
funcionalidad en un porcentaje muy elevado respecto al control (Figura 61). En estas células se
activa p53, fosforilado por Chk2, que impulsa mecanismos sefializacidn. Estas lineas celulares
poseen una mutacion en el gen MRE11, lo que no impide que se active Chk2 vy
consecuentemente aparezca un aumento en las fases S y G,/M del ciclo celular. Sin embargo,

aun blogueando el ciclo celular, las células no son capaces de reparar el dafo y

consecuentemente se produce una muerte celular. Esto es debido a que MRE11 esta implicada
en procesos de reparacion homdloga del dafo de cadena sencilla y cadena doble por su
actividad endo y exonucleasa (220) y al no ser activa no se consigue reparar el dafio. Debido a

esto, la reparacion potenciada también por YH2AX no se llevaria a cabo.

Dado que HCUVA-CC-56 no posee mutaciones en TP53, al igual que HCT 116 y LS 174T,
se incluyd dentro del segundo modelo. Dichas células poseen una elevada actividad basal de la
proteina p53. Al analizar la funcionalidad tras el tratamiento, ésta aumenta aunque no de
manera significativa. Se ha observado que HCUVA-CC-56, al contrario que HCT 116 y LS 174T,
tiene la capacidad de iniciar la sefializacién del dafio, observado en los niveles basales del

complejo MRN. El hecho de tener intacto el complejo MRN les daria la capacidad de seguir la

senalizacion del dafio mediante el aumento de fosforilacion de la histona H2A.X tras OXA.
Como consecuencia final se produce el incremento de la fase G,/M pronunciado a las 72 horas
y, aun habiéndose considerado resistentes en experimentos de proliferaciéon celular, activan

rutas de sefializacion del dafio que se traduce en un blogueo de las fases del ciclo celular. El

bloqueo en la fase G,/M del ciclo celular seria necesario para la posterior reparacién de las
lesiones. La proteina p53 activa es capaz de unirse a las secuencias promotoras de proteinas de

reparacion, cuya consecuencia es la supervivencia celular tras el tratamiento, observado tanto

en experimentos de crecimiento dependiente e independiente de anclaje, como en el no
aumento de la fase SubG; en el ciclo celular. Ademas de p53 activa, el hecho de poseer MRE11

intacto, y un aumento de fosforilacién de H2A.X contribuiria en la reparacién del dafio.
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Figura 77. Representacion esquematica de la ruta de sefializaciéon del dafio en el ADN del segundo
modelo.

El TERCER MODELO celular fue desarrollado en las lineas celulares, DLD-1 y HCT-15,
resistentes al tratamiento con OXA. En ellas observamos valores de expresiéon basal para las
proteinas formadoras del complejo MRN (Figura 45), por lo que son capaces de unirse entre

ellas a la doble hebra de ADN y detectar roturas cuando éstas se produzcan.

Curiosamente, el farmaco no es capaz de provocar la activacion de ATM por
fosforilacién y consecuentemente no se une al complejo MRN. De este modo, al analizar los
niveles de fosforilacion (serina 139) de la proteina H2A.X, YH2AX, no obtenemos un
incremento importante de ésta tras el tratamiento (Figura 47). Asimismo, tampoco se produce
un aumento en la fosforilacién de la proteina ATR, comiUnmente activadora de Chkl. No
obstante, al continuar explorando la ruta de sefializacidn en estas lineas celulares observamos

un incremento en la fosforilacion de Chkl tras 24 horas de tratamiento. De este modo, Chk1 se

activaria por una via distinta a las conocidas de ATM o ATR. Sin embargo, a pesar de la
activacion de Chkl1 no se aprecia un descenso en los niveles de Cdc25C tras el tratamiento,
siguiente paso de la ruta. Los valores elevados de Cdc25C provocan que no se consiga un

bloqueo en la fase G,/M del ciclo celular, y finalmente las células continden dividiéndose. Del
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mismo modo, los niveles totales de la fosfatasa Cdc25A, responsable del paso de la fase G, a la
fase S del ciclo celular no se modifican tras el tratamiento. Por citometria de flujo se

confirmaron dichos resultados, observando que el perfil del ciclo celular de DLD-1 y HCT-15 no

se veia alterado por OXA (Figura 53), salvo por una leve acumulacion en la fase S, la no

aparicion de fendmenos de apoptosis y por consiguiente la supervivencia celular. Ademas se
comprobd cdmo a 24, 48 y 72 horas de tratamiento tampoco se producia fragmentacién de
PARP-1, otro de los signos de apoptosis celular. Por tanto, se deduce que el efecto del farmaco

no es suficiente para producir parada en ninguna fase del ciclo, por lo que las células siguen

proliferando.

El cultivo primario representativo en este modelo seria HCUVA-CC-71, también
resistente a 10 uM de OXA en experimentos de proliferaciéon celular. Dicho cultivo primario,
como todos los estudiados, posee una expresion basal de las tres proteinas del complejo MRN
(MRE11, Rad50 y NBS1). El siguiente paso analizado de la ruta de sefializacién fue el nivel de
fosforilacién de H2A.X tras el tratamiento con OXA durante 24, 48 y 72 horas, donde al

contrario que con DLD-1 y HCT-15, se obtuvo un aumento de yH2AX. Tras este paso, Chk2 se

activo por fosforilacién (datos no mostrados). La consecuencia final de la sefializacién del dafo

fue analizada por ciclo celular. El primer efecto a 24 horas es un bloqueo del ciclo en la fase Sy

posteriormente, a mayor tiempo de exposicién, un blogueo en fase G,/M y acumulacién de

células en SubG; a las 72 horas, sintoma de muerte celular.

En lo relativo a TP53, las lineas celulares DLD-1 y HCT-15, poseen una mutacion en el
aminoacido 241 en heterocigosis, donde una serina ha sido sustituida por una Fenilalanina
(p.S241F). Este aminodcido (serina) se encuentra en el dominio de unién al ADN, haciendo que
la proteina pierda funcionalidad en las lineas celulares descritas. Esta mutacidn impide que se
forme una proteina capaz de activarse frente al dafio, observado en su bajo nivel de
funcionalidad (Figura 60); e impide que se desencadenen mecanismos de sefalizacion tras el
dafio en el ADN. En esta via, estas células poseen otra mutacién en Chk2, lo que implica un
paso mas de bloqueo en la correcta sefializacidon que se desencadena tras detectarse la lesion
producida. La sefializacién sdlo se aprecia en el aumento de fosforilacion de Chk1 y en el débil

aumento producido en la fase S del ciclo celular en estas células.

Estos hallazgos han sido corroborados en el cultivo primario HCUVA-CC-71, el cual
también posee la mutacidén p.S241F y es resistente a concentraciones 10 UM de OXA. En
contraposicidon a lo ocurrido en las lineas celulares establecidas, en este cultivo primario al

tratarlo con OXA observamos un aumento en las fases S y G,/M del ciclo celular. Sin embargo,
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del mismo modo que ocurre con las células DLD-1 y HCT-15, la proteina p53 posee una
actividad basal minima en experimentos de transfeccion (Figura 60). La funcionalidad de la
proteina p53 con la mutacidn p.S241F en HCUVA-CC-71 aumenta de manera significativa tras

el tratamiento (Figura 61), por lo que tiene la capacidad de bloquear el ciclo celular y activar

proteinas de sefializacién y reparacion y consecuentemente, las células consiguen superar el

tratamiento y se siguen dividiendo. Este aumento significativo podria ser es debido a que en
HCUVA-CC-71 existen clones homocigbticos sin mutaciones y heterocigdticos
silvestres/mutantes. Dichos clones sin mutacidn serian capaces de formar una proteina p53
que funcionaria de manera correcta. Estos estudios se complementan con la expresion del
complejo MRN funcional y de la proteina Chk2 (datos no mostrados). La expresién de Chk2
funcional activaria a p53 tras el tratamiento con OXA y contribuiria a la correcta sefializacién.
No se han encontrado articulos que relacionen la presencia de la mutacién p.S241F con la

sensibilidad a farmacos quimioterapéuticos.

TP53: p.S241F

M Fase S

Reparan dafio y superan bloqueo

y

SUPERVIVENCIA CELULAR

Figura 78. Representacién esquematica de la ruta de sefializacién del dafio en el ADN del tercer modelo.

De manera resumida, en las lineas celulares SW480 y SW620 y cultivos primarios
HCUVA-CC-1 y CC-3CT, sensibles a OXA y con mutacidon p.R273H en TP53, se observa una
activacion de H2A.X, Chkl1 y Chk2, y un bloqueo en las fases S y G,/M del ciclo celular. En las

lineas celulares HCT 116 y LS 174T, sensibles al tratamiento y con mutacidn en MRE11 y sin
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mutaciones en TP53 se observa un incremento en la fosforilacion de Chk2, de manera
independiente de ATM/ATR, cuya consecuencia final es el bloqueo en la fase G,/M del ciclo
celular. En las lineas celulares DLD-1 y HCT-15, resistentes al farmaco y con mutaciones en
Chk2 y TP53 se obtiene fosforilacién de Chkl que es independiente de ATM/ATR e insuficiente
para provocar un blogueo en alguna fase del ciclo celular. Por tanto, cabe destacar que para
que las células sean resistentes a OXA, es necesario que haya al menos dos mutaciones en las
rutas de reparacion de dafio en el ADN, como es el caso de DLD-1 y HCT-15, con mutaciones en
Chk2 y TP53. La presencia de ambas mutaciones tendria como consecuencia la continuidad del
ciclo celular y por consiguiente la supervivencia celular. Por tanto, a nivel clinico seria
importante analizar las mutaciones existentes en la ruta de sefializacion, para poder predecir la

respuesta al farmaco Oxaliplatino.

Tras proponer estos tres modelos celulares, la gran incégnita que se presenta es como
se produce la activacidon de Chk2 en HCT 116 y LS 174T y de Chkl en DLD-1 y HCT-15. Para
profundizar en ello, se planted la busqueda de posibles quinasas implicadas en la fosforilacion
de dichas proteinas control, Chk1 y Chk2. Se comprobaron los niveles de quinasas involucradas
en la sefializacién iniciada tras dafio en el ADN y otras conocidas, pero no se obtuvieron

resultados concluyentes que apoyasen la activacidn de estas proteinas.

Dada la gran importancia de la quinasa VRK1 implicada en la respuesta al dafo a varios
niveles, como fosforilacién de H2A.X y colocalizacion en los focos del dafio (176), se investigd
su nivel de expresion en las lineas celulares y se comprobd como todas ellas expresan la
proteina, lo que implica un paso mas en el estudio de la respuesta al dafio provocado por el

farmaco. Sin embargo, su expresion no se induce tras el tratamiento con OXA (Figura 57).

De igual modo, se analizaron los niveles de expresion de TTK/hMps1, DNA-PKcs y
mTOR, quinasas implicadas en la respuesta al dafio en el ADN. Unicamente se produjo una
disminucién en los niveles de TTK/hMpsl en LS 174T tratada con OXA. Los niveles de
fosforilacién de DNA-PK disminuyen en las lineas celulares resistentes a OXA, DLD-1 y HCT-15,
y aumentan en la linea celular sensible, SW620; donde quiza pudiera tener un papel activador
de las rutas de sefalizacidn. El papel de la proteina mTOR es conocido a nivel de proliferaciény
crecimiento celular y supervivencia (221), pero ademas actia de manera indirecta en la
regulacién de la respuesta al dafio en el ADN (222). Por ello se determind si los niveles de
expresion de dicha proteina se modificaban tras el tratamiento. En las lineas celulares DLD-1,
HCT-15 y SW480 los niveles de la proteina fosforilada y total disminuyen tras el tratamiento

con el farmaco, por tanto a priori no parece haber una conexidn entre la activacion de esta
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proteina y su implicacién en la respuesta a OXA asi como en la posible activacidon de Chkl y

Chk2.

Para comprobar si existia una posible activacion de Chkl y Chk2 por parte de dichas

proteinas, Chk1 fue inmunoprecipitada en HCT-15 y Chk2 en la linea celular HCT 116.

La proteina VRK1 tiene la funcién de activar a p53 en condiciones de estrés (174). En
HCT-15, con mutacién en TP53, no se pudo comprobar dicha activacién. Sin embargo, en
experimentos de co-inmunoprecipitacion se observa una unidon entre VRK1 y Chkl, que
aumenta tras el tratamiento con OXA. Dicha activacidon podria suponer una nueva diana de
VRK1, la proteina Chk1, después del tratamiento con OXA. VRK1 se activaria en respuesta al

dafio en la cadena de ADN, uniéndose a Chk1 y fosforilandola (Figura 58).

Otra de las proteinas ensambladas a Chkl, cuya unién se incrementa tras el
tratamiento con OXA es Rad51. La recombinasa Rad51 se une a las hebras dafiadas del ADN en
los lugares donde se encuentra la proteina de replicacién A (RPA), implicada en la sefializacion
por parte de ATR, para promover la reparacién homéloga del ADN (223). Esta activacion de
Rad51 viene promovida por su fosforilacién por parte de Chkl (224). Se ha comprobado cémo
se producen focos de Rad51 en células HT29 tras el tratamiento con gemcitabina (225). Sin
embargo, se han realizado escasos estudios relacionando Rad51 con el tratamiento con OXA.
Park y cols., comprobaron como en células con deficiencias en proteinas MSH tratadas con
OXA, la inhibicién de Rad51 incrementaba marcadores de dafio en cadena doble como yYH2AX y
la fragmentacion de PARP-1 (217). Las células HCT-15, que poseen mutaciones en dichas
proteinas (226), parecen responder al tratamiento incrementando el nimero de Rad51 en el
foco del dafio, pero no aumentando yH2AX. El reclutamiento de Rad51 en la hebra dafiada
supondria su activacion por parte de Chkl tras el tratamiento con quimioterapicos en lineas
celulares de CCR. En las células HCT-15 podria considerarse que tiene lugar el inicio de una
correcta reparacion del dafo cuyo objetivo final seria la supervivencia celular. Ademas de ello,
la incorporacidon de Rad51 se realizaria de manera independiente de ATR, ya que no se

encuentra activada en HCT-15 tras la administracién de OXA.

En la linea celular HCT 116, clasificada como sensible al tratamiento con OXA, no se
consigue una union clara entre la proteina Chk2 con las proteinas TTK/hMps1, VRK1 y Rad51.
La funcidon mas conocida de la proteina TTK/hMps1, que es la activacion de Chk2 en treonina
68 (179), no se observé en nuestras condiciones. La ligera unién entre VRK1 y Chk2 no podria

explicar la activacion de Chk2. Sanz-Garcia y cols., comprobaron que VRK1 es necesaria para
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una completa fosforilacion de H2A.X en serina 139 y que sin embargo, ATM y Chk2 no eran
dianas de fosforilacién de VRK1 (176). Esto se apoya con nuestros resultados, donde VRK1 no
se une a Chk2 tras el tratamiento con OXA (Figura 59). Los experimentos de co-
inmunoprecipitacion no sugieren una clara union de Rad51 con Chk2. Estos resultados
apoyarian los obtenidos por Bahassi y cols., donde apuntan que la localizacidon de Rad51 esta
regulada por Chk1 y no por Chk2 (227). En HCT 116, no se produciria una unién de Rad51 a la
hebra dafiada y consecuentemente, la rotura no se restauraria por la via homdloga de
reparacion. La muerte celular se produciria debido a la no actuacién de Rad51 y a la no

expresion de MRE11, implicada también en el proceso de recombinacion homéloga.

Una posible explicacion de la activacion de Chk2 seria la existencia de un pequefio
acumulo de dicha proteina asociada directamente a la cromatina. Esta cantidad de Chk2
asociado con la cromatina se activaria y liberaria de ella en respuesta al daifio del ADN (228).
Esta hipdtesis tendria que ser demostrada en nuestras lineas celulares tras el tratamiento con
OXA para comprobar si HCT 116 y LS 174T poseen dicho pool/ de Chk2 y qué otras

implicaciones a nivel de sefializacidn y reparacion tendria.

VALORACION DE LA INFLUENCIA DE LA SENSIBILIDAD A OXALIPLATINO
DE MUTACIONES SOMATICAS ASOCIADAS A CARCINOGENESIS

Otro de los objetivos planteados en esta tesis doctoral era investigar si la respuesta al
farmaco OXA se asociaba a alteraciones genéticas de los genes KRAS, BRAF y PIK3CA
implicados en proliferacién y supervivencia celular. Para ello, se analizé la presencia de dichas
mutaciones en las lineas celulares establecidas y en los cultivos primarios. Los datos de las
mutaciones determinadas para cada gen coinciden con la informacién consultada en la

literatura y con los datos de la base de datos Cosmic del Instituto Sanger (226).

Tras analizar las mutaciones somaticas de las principales vias de sefalizacion asociadas
a la carcinogénesis y la proliferacidn celular con OXA, encontramos diferencias y similitudes
entre las lineas celulares sensibles y resistentes a OXA presentando mutaciones puntuales
tanto en el gen KRAS en el exdn 1 como en el gen PI3K en los exones 9 y 20, asi como para el
gen BRAF (Tabla 13). La importancia de estas mutaciones suele ser estudiada en pacientes. Su
implicacion con la resistencia al farmaco Oxaliplatino no ha sido ampliamente estudiada en

lineas celulares.
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Concretamente, la respuesta de lineas celulares con mutacién en KRAS frente al
farmaco OXA fue diferente, por lo que a priori se demostraria que dichas mutaciones no
predecirian la sensibilidad a OXA. Pocos estudios han valorado la influencia de dicha mutacién
utilizando un amplio rango de lineas celulares. De hecho, un estudio reciente con Unicamente
cuatro lineas celulares comprobé cémo SW480 y SW620 (con mutacion) resultaron mas
sensibles que HT29 y HCT-8 (sin mutaciones) (229). Segun los resultados expuestos, la
mutacion en el gen KRAS por si sola no seria suficiente para predecir la respuesta al farmaco

Oxaliplatino.

Se ha descrito que la mutacidon p.V600E en BRAF es una de las mas frecuentes en
tumores colorrectales (98,230). Sin embargo, la mayoria de las lineas celulares analizadas no
poseen mutaciones en este gen, a excepcion de Caco-2, Colo 201 y HT29 y la presencia de
dicha mutacidon no predispone a un comportamiento celular determinado frente a OXA.
Corroborando nuestros resultados de BRAF, Hirschi y cols., no observaron asociacion entre la

sensibilidad de lineas celulares a OXA y las diferentes mutaciones encontradas en BRAF (231).

En nuestro estudio observamos gran variacidn de respuesta a OXA entre las lineas
celulares que presentan mutaciones en PIK3CA, concretamente en los exones 9 y 20, por lo
gue dichas mutaciones tampoco parecen estar asociadas al comportamiento de las células

frente al tratamiento con OXA; y no predecirian la sensibilidad a OXA.

Se ha estudiado la existencia de mutaciones de KRAS, BRAF y PIK3CA en todos los
cultivos primarios procedentes de pacientes afectados por CCR. De igual modo que en lineas
celulares establecidas, no hay una relacion entre KRAS, BRAF y PIK3CA vy la sensibilidad o
resistencia al tratamiento con OXA. En ningun de ellos aparecen mutaciones en el gen BRAF.
Los cultivos primarios que responden a OXA (HCUVA-CC-1, CC-3CT y CC-34) poseen mutaciones
distintas en los citados genes y aquellos que no responden bien a dicho farmaco, HCUVA-CC-56
(sin mutaciones en PIK3CA) y CC-71 (con mutacién en PIK3CA), poseen mutaciones en KRAS en
aminodcidos diferentes. Por todo ello, no se puede afirmar que exista una asociacion entre el

estado mutacional de dichos genes y la respuesta al farmaco Oxaliplatino.
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ANALISIS DE LA PROTEINA ANEXINA A2 Y SU PAPEL EN LA INVASIVIDAD
Y LA METASTASIS EN CANCER COLORRECTAL

Se realizé un andlisis 2D-DIGE de las lineas celulares DLD-1, HCT-15, HCT 116 y LS 174T
para explorar posibles cambios en la abundancia de las diferentes proteinas expresadas en
dichas lineas celulares resistentes y sensibles a OXA. Entre las 17 proteinas encontradas, un
tercio poseen funciones implicadas en el procesamiento del ARN mensajero y el otro tercio son

mitocondriales.

Una de las proteinas con mayor abundancia en las lineas celulares DLD-1 y HCT-15 es la
subunidad 2 de la helicasa dependiente de ATP, también denominada Ku80, implicada en la
reparacion del ADN, dentro del proceso de recombinacién no homadloga (191). Aunque los
estudios de busqueda de biomarcadores de quimiorresistencia a OXA se centran en proteinas
de reparacién del dafio en el ADN, existen pocos estudios que correlacionen el nivel de
expresion de la proteina Ku80 como biomarcador de respuesta a OXA. Unicamente Jensen y
cols., en 2004 demostraron que células deficientes en Ku80 eran resistentes a tratamientos
con cisplatino (232). En nuestro estudio, todas las lineas celulares presentan niveles similares
de expresion de Ku80, y éstos no se ven afectados por el tratamiento con OXA (Figura 62). Por
tanto no se pudieron validar los resultados iniciales del 2D- DIGE y no se puede considerar esta

proteina como biomarcador de sensibilidad al tratamiento con Oxaliplatino.

Otra de las proteinas presente en mayor abundancia en el grupo de resistentes fue
Anexina A2. Experimentos de Western Blot validaron las diferencias encontradas en el analisis
2D-DIGE. ANXA2 se encuentra sobreexpresada en las lineas celulares HCT-15 y DLD-1 en
comparaciéon con HCT 116 y LS 174T (Figura 64). Dadas las multiples funciones de ANXA2
relacionadas con la migracién e invasion celular (71,73,233-235), quisimos comprobar dichas
funciones en las lineas celulares sensibles y resistentes. Asi, aquellas lineas celulares con una
sobreexpresion de ANXA2, DLD-1 y HCT-15, resultaron tener mayor capacidad invasiva y
migratoria en comparacién con HCT 116 y LS 174T, cuya expresiéon de ANXA2 fue menor y
presentaron menor habilidad para invadir y migrar (Figura 65). Una baja capacidad de invadir y
migrar fue comprobada por Liu y cols., en HCT 116 y LS 174T (236). Del mismo modo, se
analizo la capacidad migratoria e invasiva en un modelo celular altamente caracterizado. Cabe
destacar que las lineas celulares SW480 y SW620 fueron derivadas del mismo paciente pero en
fases distintas del cancer. La linea SW480 se obtuvo del adenocarcinoma primario que padecié

el paciente en el colon, mientras que la linea celular SW620 fue derivada de un ganglio
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linfatico cuando el cancer evoluciond en una amplia metdstasis al afio siguiente de obtener la
linea SW480 (195). Las células SW480 poseen una menor capacidad invasiva y migratoria
frente a la linea celular SW620, la cual resultd tener mayor capacidad para atravesar la
membrana porosa y la matriz a base de Matrigel en dichos experimentos in vitro (Figura 66).
Un estudio recientemente publicado compardé del mismo modo la capacidad de invadir y
migrar de ambas lineas celulares. Al igual que en nuestro estudio, estos investigadores
demostraron que la linea celular SW620 poseia una capacidad significativamente superior de
migracion e invasion frente a la linea celular SW480 (237). Del mismo modo, otros estudios
corroboran la habilidad invasiva de la linea celular SW620 (236,238). Estos resultados apoyan
la hipdtesis inicial de la existencia de lineas celulares con mayor y menor capacidad invasiva y

uno de los mecanismos moleculares que explicarian dicha diferencia seria la proteina ANXA2.

Existen diversos estudios que relacionan el alto nivel de expresidn de ANXA2 y la
capacidad invasiva y migratoria de lineas celulares de cdncer de mama. Sharma y cols,,
demostraron que la linea celular altamente invasiva, MDA-MB231, expresaba altos niveles de
ANXAZ2. Sin embargo, en la linea celular no metastasica MCF-7, no observaron o expresién de
ANXAZ2 (71). Posteriormente, Zhang y cols., en 2006 observaron una sobreexpresiéon de ANXA2
y pl1 en células invasivas de cancer de mama comparado con células no invasivas (239).
Estudios posteriores de Sharma y cols., en 2009, confirmaron la importancia de las
interacciones entre ANXA2 y el activador tisular del plasmindgeno en la superficie celular y
demostraron que la generacién de plasmina era esencial para la migracidon y neoangiogénesis

celular (233).

ANXA?2 ejerce su efecto potenciador de la migracién al fosforilarse en tirosina 23 (P-
ANXA2) (73,235). Esto fue comprobado en las lineas celulares SW480 y SW620. Experimentos
de Western Blot demostraron que aun habiendo mayor cantidad de ANXA2 en la linea celular
SW480 que en SW620, los niveles de fosforilacion de ANXA2, P-ANXA2, en SW620 son
superiores a los niveles de P-ANXA2 en la linea celular SW480 (Figura 68). Esta mayor

proporcién de P-ANXA2 se asociaria con mayor capacidad de invasién y migracion.

Un estudio realizado por Wu vy cols., mostré unos resultados similares al analizar la
expresion de ANXA2 en lineas celulares de cancer de cuello y cabeza. Utilizando 2D-DIGE con
dos lineas celulares derivadas del tumor primario y del tumor metastdsico del mismo paciente,
observaron una mayor cantidad de ANXA2 en la linea celular proveniente de la metastasis (69).
Otro estudio elaborado con células de cancer de ovario reveld por técnicas de cuantificacion y

2D-DIGE acoplada a cromatografia liquida-espectrometria de masas que ANXA2 estaba

213



IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DE QUIMIORRESISTENCIA E INVASIVIDAD
PARA LA MEJORA DEL TRATAMIENTO DEL CANCER COLORRECTAL

sobreexpresada en la linea celular epitelial metastasica TOV-112D, comparada con la linea
celular TOV-81D, con menor potencial maligno (240). Estos estudios junto con nuestros
resultados, sugieren el importante papel que la proteina ANXA2 juega en las lineas celulares

altamente invasivas y/o metastasicas.

La localizacion de ANXA2 en la célula ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los

afios. Se ha demostrado que ANXA2 se une a los fosfolipidos de la membrana plasmatica y es
ahi donde participa en multiples funciones, tales como activacion del plasmindgeno,
agregacion vesicular, regulacién de canales idnicos, fibrindlisis, transporte por la membrana,
reorganizaciéon del citoesqueleto, angiogénesis, adhesion celular y migracién (72-74,192—
194,235). Nuestros estudios de inmunofluorescencia en las lineas celulares de CCR revelan que

en aquellas con una mayor capacidad invasiva (HCT-15, DLD-1 y SW620), ANXA2 se encuentra

localizada en la membrana celular, mientras que en aquellas con menor capacidad migratoria e

invasiva, HCT 116, LS 174T y SW480 (Figura 69-Figura 70), el patrén de tincidn de la proteina

ANXA2 aparece en el citoplasma.

La importancia de la localizacién en la membrana de esta proteina fue propuesta por
Zheng y cols., donde examinaron, al igual que en el presente trabajo, la localizacién subcelular
de ANXAZ2 en diversas lineas celulares de adenocarcinoma pancreatico ductal. Encontraron que
ANXA2 se localizaba predominantemente en la membrana celular en todas las lineas celulares
que poseian alta capacidad de invasién, mientras que ANXA2 estaba presente
predominantemente en el citoplasma de las lineas celulares con bajo potencial invasivo. En
este estudio comprobaron cédmo la fosforilacion de tirosina 23 era necesaria para la
localizacién de ANXA2 en la superficie celular. Para ello, aislaron la membrana de células que
presentaban ANXA2 en la membrana, donde identificaron la proteina fosforilada y de células
con ANXA2 citoplasmatica, en las cuales no consiguieron aislar ANXA2 de la superficie celular

(73).

Los ensayos realizados en lineas celulares establecidas se pudieron corroborar en de

dos cultivos primarios derivados de pacientes con CCR. La capacidad migratoria e invasiva de

estos cultivos primarios se observd en el cultivo primario cultivo HCUVA-CC-34, proveniente de
un paciente con un carcinoma en fase IV, con metdastasis hepdtica, el cual mostré gran
capacidad migratoria e invasiva, al igual que las lineas celulares HCT-15, DLD-1 y SW620. Por el
contrario, el cultivo HCUVA-CC-62,cuyo origen es un paciente en fase llA, fue clasificado como
un cultivo de baja capacidad invasiva, obteniéndose porcentajes de migracién e invasion

similares a las lineas celulares HCT 116, LS 174T y SW480 (Figura 67). Al realizar ensayos de
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inmunofluorescencia para comprobar la localizacién celular de ANXA2 en estos cultivos
primarios comprobamos que en HCUVA-CC-34, considerado dentro del grupo de alta
capacidad invasiva, ANXA2 tiene una localizacion de membrana, a diferencia de HCUVA-CC-62,
caracterizado por una menor capacidad de migrar e invadir, donde ANXA2 tiene una

localizacién citoplasmatica (Figura 71).

Dada la diferencia entre las lineas celulares respecto a su respuesta frente al
tratamiento con OXA, quisimos comprobar si la localizacion de ANXA2 estaba implicada en la
mayor o menor sensibilidad al tratamiento. Los resultados de estos experimentos confirman
gue OXA no afecta a la localizacion subcelular de la proteina ANXA2, la cual no se modifica tras
el tratamiento, tanto en la linea celular sensible SW620, como en la resistente DLD-1 (Figura
72). Recientemente, en un estudio realizado en 2014, se comprobd también cémo no hay
efecto alguno en la sensibilidad frente a OXA al silenciar ANXA2 y S100A10, cuya proteina se
une a los dimeros de ANXA2 en la superficie celular y ayuda en la activacién de la plasmina
(241). Al realizar ensayos con lineas celulares de CCR, RKO (sin mutaciones en TP53) y H630
(TP53 mutado), ambas sensibles a tratamientos con 5-FU, demostraron que la expresién de

ANXAZ2 en la linea silvestre no se veia alterada tras el tratamiento.

La siguiente fase del trabajo fue el estudio de la localizacién celular de ANXA2 en

cortes histoldgicos de las biopsias de pacientes afectados por CCR del HCUVA. La tincién con

hematoxilina y eosina (H&E) es la forma rutinaria de realizar una evaluacion histoldgica del
tumor, asi como de analizar los ganglios linfaticos cercanos. Sin embargo, algunos estudios
plantean que el andlisis basado Unicamente en la tincién con H&E es insuficiente para una
evaluacién adecuada. Por ello, hoy en dia se han incorporado nuevas técnicas, como la biopsia
del ganglio centinela o analisis inmunohistoquimicos y moleculares de las muestras de cancer
(87). El analisis de tejido sano de los pacientes estudiados mostrd una tincion con ANXA2 con
un patrén membranoso muy fragil en el lado apical de las células caliciformes de las glandulas
de secrecién de la mucosa normal del colon, y un patron moderado de tincién citoplasmatica

en las células endoteliales. Por el contrario, el esquema de tincion de las células tumorales fue

distinto al del tejido sano, aprecidndose una potente tincidn membranosa, especialmente

marcada en el frente invasivo del tumor, en aquellos nidos tumorales que invaden la lamina
muscular (Figura 73). Un ejemplo destacado es HCUVA-CC-34, paciente con CCR metastasico

gue muestra un patrén de tincién membranoso de ANXA2 (Figura 74).

La localizacién de ANXA2 de cortes histologicos de pacientes fue estudiada por Duncan

y cols. (192), donde identificaron en muestras de pacientes con CCR un incremento de la
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tincién con ANXA2 en el tumor primario, en comparacion con tejido colénico normal. En este
mismo estudio, obtuvieron mayor intensidad de expresion de ANXA2 en nddulos linfaticos
afectados y esta expresidn se vio incrementada con la fase tumoral. Experimentos de
inmunohistoquimica en tejidos de hepatocarcinoma fueron realizados en 2012 por Sun y cols.,
donde encontraron ANXA2 expresada en el 60% de los tejidos. Su tincidon era débil y se
limitaba al citoplasma de los hepatocitos en tejidos no tumorales, mientras que identificaron
una mayor tincion membranosa en las muestras tumorales (193), como se observa en las
tinciones del presente trabajo. En muestras de pacientes con cédncer de pancreas, se ha
estudiado la expresion de ANXA2 en tejido a nivel de ARNm y cantidad de proteina,
encontrandose una sobreexpresién en el tejido canceroso frente a tejidos pancreaticos sanos
(242). Ademas, un estudio realizado en 52 tejidos frescos, reveld una expresién importante de
ANXA2 en la membrana celular (73). Concretamente, en 39 de los 52 tejidos de pacientes
afectados por el cancer de pdncreas se vio incremento en la expresion de ANXA2 en la
superficie celular y en el caso de los metastdsicos, todos los estudiados sobreexpresaban
ANXA2 en la membrana celular, lo que apoya el papel de ANXA2 en la progresién del
carcinoma pancreatico ductal. Estas investigaciones junto con la presentada en este trabajo,
confirman la elevada expresién de ANXA2 en la membrana celular como un marcador de tejido

tumoral.

Ademas de la tincidn en membrana de la célula, se ha observado una asociacién
estadisticamente significativa entre la presencia de budding y la tincidn con la proteina ANXA2.
Concretamente, el patrén de tincién encontrado en la membrana celular es caracteristico de
una determinada zona del tumor, denominada tumor budding, e identificada por pequefios

grupos de células tumorales, pobremente diferenciadas, en el borde del tumor (Figura 75).

El tumor budding es un factor estudiado ampliamente en fases tempranas de la
enfermedad. Ueno y cols., han demostrado que en fases tempranas de CCR con invasidn en la
submucosa existen tres factores asociados independientemente con la aparicién de metdstasis
en los ganglios linfaticos: el grado tumoral, la invasién linfatica y la presencia de tumor
budding. Conforme se afiade uno de estos factores, el riesgo de padecer metdstasis en los
ganglios linfaticos cercanos se incrementa considerablemente (243). Hace y cols., mostraron
que la tasa de supervivencia a 5 afios en pacientes en fase Il con presencia de tumor budding
era peor que la de aquellos pacientes con fase Ill sin presencia de budding. En otro estudio,

Okuyama y cols. encontraron que el tumor budding era el Unico factor que podia asociarse con
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una disminuciéon de la supervivencia, incluso comparado con la presencia de metastasis

ganglionares en estadio lI-lll de la enfermedad (81,82).

Dada la controversia en cuanto a las indicaciones de quimioterapia en CCR en fase Il, se
ha explorado la presencia de tumor budding como un factor para la inclusiéon de pacientes en
los tratamientos quimioterapicos. Lamentablemente, no existen datos suficientes que evalten
la eficacia de la quimioterapia en pacientes en fase Il y con presencia de tumor budding (80).
Los estudios de budding en CCR de fase Ill son muy escasos y controvertidos. Lugli y cols., aun
reconociendo que es un factor de mal prondstico, no lo consideran importante en la
enfermedad con afectaciéon ganglionar (244). Del mismo modo, Sy y cols., aportan que el
budding no proporciona informacién pronéstico independiente mds alla de la aportada por los
informes anatomopatoldgicos de rutina (245). El estudio de budding en el CCR metastdsico no
ha recibido mucha atencién. Unicamente, un estudio de 43 pacientes demostré que la
presencia de budding predice la respuesta a terapia anti-EGFR. Aquellos pacientes con
mutacion en KRAS vy alta presencia de budding no respondieron de forma significativa a la

terapia (244).

En el estudio presentado en este trabajo con 58 pacientes, ademas de comprobar que
el patron membranoso de tincién con ANXA2 es caracteristico de tumor budding, se realizé un
estudio de asociacion entre el nimero de células con patrén positivo de tincién con ANXA2 en
membrana en el frente invasivo del tumor y diversos factores demograficos e histopatolégicos,
entre los que se encuentra tumor budding. Curiosamente, sélo la presencia de budding en el

borde invasivo (p=0,001) se asocia significativamente con esta pauta de tincién (Tabla 21).

Diversos estudios han correlacionado la expresidn de ANXA2 en tejidos tumorales con

pardmetros similares a los estudiados en este trabajo. Sun y cols., también demostraron que la
expresion de ANXA2 no se asociaba significativamente con el tamafio tumoral y el grado de
diferenciacion tumoral en tumores hepdticos (193). Al igual que ellos, Yang y cols., no
encontraron asociacidon con la edad, el género y la localizacién tumoral. Sin embargo, si
encontraron una mayor expresién de ANXA2 en tejidos de tumores pobre o moderadamente
diferenciados, asi como asociacion con el estadio tumoral, apareciendo una mayor expresion
en aquellos con metdastasis en ganglios linfaticos, en la capa muscular y en las zonas de
invasion tumoral, sugiriendo su papel importante en metastasis en CCR. En este mismo
trabajo, al realizar un andlisis multivariante afirman que la expresion de ANXA2 es un factor
independiente para predecir recurrencia tumoral (246). En otro estudio, se exploré el papel de

la ANXA2 en el desarrollo y progresidn del cancer gastrico. La elevada expresion de ANXA2 se
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correlacioné con la ubicacién del tumor, el tamano del tumor, la diferenciacidn, el tipo
histolégico, la profundidad de la invasion (T), la invasidn vascular, la presencia de metastasis

ganglionares y la metdstasis a distancia (234).

De este modo se puede sefialar que la tincidn con ANXA2 en los cortes
histopatoldgicos de pacientes afectados con CCR podria servir para facilitar la identificacion de

la presencia de tumor budding, y contribuiria a una mejor caracterizacion.

Para comprobar si existia alguna relacion entre la agresividad del tumor (entendida
como presencia de metastasis en los ganglios linfaticos) y la presencia de células tefiidas con
ANXA2 en la membrana celular en el frente invasivo del tumor, se realizd un estudio de
asociacién con la misma muestra de 58 pacientes incluyendo las variables demograficas e
histopatoldgicas de los dichos pacientes. Ademas de la estadificacién TNM, diversos factores
histopatoldgicos son importantes para determinar un buen prondstico de la enfermedad, asi
como para aportar informacién sobre la evolucién del paciente. Dentro de estos factores se
incluyen la invasién linfatica, invasién venosa, diferenciacion tumoral, patréon de crecimiento
de componentes tumorales intramucosos, depdsitos tumorales en grasa o budding en el borde
de la submucosa invasiva (77). En nuestro estudio se ha observado cémo la presencia de
células tumorales en los ganglios linfaticos cercanos se asocia de manera significativa con el
numero de células positivas con tincion de ANXA2 (p<0,01) en la membrana celular, con la
aparicion de depdsitos tumorales en grasa (p<0,01), asi como con la invasién vascular
extramural (p<0,01) (Tabla 20). Al analizar estos resultados por medio de regresidn logistica,
hemos encontrado que los depdsitos tumorales en grasa y el numero de células con patrén de
membrana ANXA2 en el frente invasivo del tumor son las variables que mejor se asocian con la

presencia de células tumorales en los ganglios linfaticos.

Respecto a la presencia de depdsitos tumorales, siempre ha habido controversia en

cuanto a su clasificacién y papel desempefiado en el pronéstico del paciente. De hecho, en las
ultimas ediciones de la AJCC y la IARC ha habido cambios acerca de su clasificacién, basandose
en numero, tamafio y forma. En uno de los estudios donde se investiga la correlacién entre
ellos y la recurrencia de pacientes en fase Il y Ill, se comprobd cdmo aquellos con fase Il pero
con presencia de DTs poseian una supervivencia libre de enfermedad menor a aquellos con

fase lll sin DTs, y viceversa (247).

Otro de los factores asociados a metastasis en los ganglios en nuestro estudio fue la

invasién extramural. Esto se ha podido comprobar en cancer gastrico de fases tempranas,
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donde la presencia de invasién submucosa y vascular predicen la probabilidad de enfermedad

en los ganglios (248).

La identificacién de las células tumorales en los ganglios linfaticos es esencial para la
correcta clasificacién de pacientes con cancer colorrectal. De hecho, un nimero insuficiente de
ganglios linfaticos examinados puede dar lugar a diagndsticos erréneos. Dicha variable ha sido
identificada como un predictor muy eficaz, concretamente con un empeoramiento del
prondstico con el aumento de nimero de ganglios linfaticos afectados por el cancer. Asi, el
sistema de estadificacion de la AJCC y la IARC basan su estratificacién de la enfermedad en el
numero absoluto de ganglios linfaticos positivos (55,249). En nuestro estudio encontramos un
40,28% de los casos con un nimero menor de 12 ganglios analizados, frente al 59,72% con
mas de 12 ganglios examinados. Pese a esto, es complicado analizar un mismo numero de
ganglios en todas las muestras de pacientes. Ademas, existen otros parametros que afectan a
la significacién clinica de la estadificacién ganglionar en la practica rutina diaria, tales como la
minuciosidad del patélogo a la hora de la diseccidn, el uso de técnicas de inmunohistoquimica

para detectar micrometastasis o células tumorales aisladas, entre otras.

En nuestro estudio, el nimero de células con tincion positiva de ANXA2 en la

membrana celular se asocidé con la metdstasis en los ganglios linfaticos. Un trabajo similar en
cancer de pulmdén demostré asociacidon entre la metastasis en los ganglios analizados con la
sobreexpresion de ANXA2 y esta sobreexpresién a su vez se asocié con fases clinicas
avanzadas, una tasa de recaida mayor, asi como una disminucién de la supervivencia global. A
diferencia de nuestro trabajo, este estudio fue realizado en pacientes con cancer metastasico

(250).

Los resultados presentados en esta tesis sugieren que la presencia de un alto nimero
de células en el frente invasivo del tumor primario tefiidas con ANXA2 en la membrana celular
seria considerada un factor asociado con la presencia de metastasis de los ganglios linfaticos
en cancer de colon. Este nuevo marcador también podria ser una variable util para ayudar a
una mejor seleccién de los pacientes que se beneficiarian de la terapia adyuvante como
pacientes de alto riesgo. Esta hipdtesis tan prometedora requiere préximos estudios con un
tamafio muestral mayor y en diferentes etapas tumorales para validar la localizacién ANXA2

como un marcador clinico.
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1. Los farmacos quimioterapéuticos 5-Fluorouracilo, Oxaliplatino, Irinotecan y su
metabolito activo SN-38 inhiben la proliferacién celular dependiente de anclaje y de
forma mas efectiva, la formacién de colonias o crecimiento independiente de anclaje
de modelos celulares de cancer colorrectal.

2. La poca eficacia de inhibicién de la proliferacidon celular por parte de Capecitabina
descarta a dicho farmaco para la identificacién de biomarcadores asociados a su
sensibilidad en modelos celulares.

3. SN-38, metabolito activo de Irinotecan, es mucho mas efectivo que Irinotecan en
experimentos de proliferacion celular.

4. Con la utilizacidon de 10 uM de Oxaliplatino se puede distinguir DLD-1, HCT-15, HCUVA-
CC-56 y HCUVA-CC-71 como células resistentes, y a SW480, SW620, HCT 116, LS 174T,
HCUVA-CC-1 y HCUVA-CC-3CT como células sensibles. El comportamiento celular ha
sido dividido en tres modelos.

5. En el primer modelo representado por SW480, SW620, HCUVA-CC-1 y CC-3CT, que
poseen la mutacion p.R273H en TP53, la seiializacién del dafo se realiza de manera
independiente de p53 y culmina con el bloqueo del ciclo celular en las fases Sy G,/M.
Sin embargo, la reparacidn es dependiente de p53, ya que estas células no consiguen
reparar el dafio provocado y mueren.

6. El segundo modelo queda constituido por HCT 116, LS 174T y HCUVA-CC-56, con TP53
silvestre. En HCT 116 y LS 174T, con una mutacién en MRE11, se activa la proteina de
control Chk2 por un sistema independiente de MRN-ATM que junto con la actuacion
de p53 se consigue transmitir la sefializacidon hasta el bloqueo en la fase G,/M. Sin
embargo, dicha mutacién, no encontrada en HCUVA-CC-56, impide reparar el dafio
causado.

7. El tercer modelo se compone de DLD-1, HCT-15 y HCUVA-CC-71, que presentan la
mutacion p.S241F en TP53. En las lineas celulares DLD-1 y HCT-15, con mutacién en
Chk2 y en TP53 se produce la activacidn de Chk1. La presencia de mutaciones en estos
dos genes, TP53 y Chk2, actian como biomarcadores de resistencia a Oxaliplatino.

8. La proteina VRK1, activada en respuesta al dafio en la cadena de ADN provocado por
Oxaliplatino en la linea celular resistente HCT-15, se une a Chkl. La incorporacién de
Rad51 tras el dafio en el ADN, se realiza de manera independiente de ATR y estd
implicada en la reparacion del dafio y por tanto la consiguiente supervivencia de estas

células.
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9.

10.

11.

12.

Las mutaciones encontradas en los genes KRAS, BRAF y PIK3CA no se asocian con el
grado de sensibilidad al farmaco Oxaliplatino en las lineas celulares y cultivos primarios
estudiados.

Las lineas celulares con mayor capacidad de invasidon y migracién (DLD-1, HCT-15,
SW620 y HCUVA-CC-34) presentan localizacion de Anexina A2 en la membrana celular.
Por el contrario, las lineas celulares con menor capacidad de invasidn y migracion (HCT
116, LS 174T y HCUVA-CC-62) presentan localizacidn citoplasmatica de Anexina A2.

La expresion de la proteina Anexina A2 en la membrana celular se observa en los nidos
tumorales que invaden la [dmina muscular y en tumor budding de cortes histoldgicos
de pacientes con cancer de colon. La presencia de tumor budding se asocia de manera
significativa con el nimero de células marcadas con Anexina A2 en la membrana
celular.

El nimero de células con tincidn positiva de Anexina A2 en la membrana celular se
asocia de manera significativa con la presencia de la metastasis en los ganglios
linfaticos cercanos. Por tanto, es un nuevo biomarcador nos podrd permitir mejorar la
seleccidn de los pacientes de cancer de colon con el objetivo de que se beneficien de

una terapia adyuvante.
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