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Resumen

Introduccion: La carcinogénesis colorrectal es un proceso de multiples etapas
que progresa desde el tejido normal a adenoma y finalmente carcinoma. Se ha
relacionado a la clusterina (CLU), una glicoproteina heterodimérica
ampliamente distribuida en el organismo de los mamiferos, con la
supervivencia celular, la respuesta al estrés y la resistencia a los tratamientos
antineoplasicos. De hecho, existen terapias anti-CLU con oliglonucledtidos
antisentido capaces de potenciar la apoptosis inducida por los citotoxicos
convencionales. Sin embargo, la evidencia disponible sobre la participacion de
CLU en la progresion tumoral del colon es limitada y poco sabemos acerca de
su valor prondstico en el cancer colorrectal (CCR). Ademas, el papel que juega
la apoptosis en esta secuencia de carcinogénesis colorrectal no ha sido
completamente clarificado, y los trabajos que han investigado la relacién entre
la actividad apoptética y la supervivencia de los pacientes con CCR han

arrojado resultados, hasta la fecha, contradictorios.

Objetivos: Los objetivos del estudio fueron estudiar la relacion de CLU con la
carcinogénesis y la progresion tumoral del CCR, asi como su significado
pronostico, analizando el impacto de la expresion de CLU en la supervivencia
de los pacientes con CCR. Asimismo, se quiso determinar la influencia de la
actividad apoptética en la carcinogénesis y el pronostico del CCR.

Material y Métodos: Examinamos las muestras de 103 CCRs resecados en el
Hospital Costa del Sol, 31 adenomas y 20 epitelios normales. CLU se
determind mediante inmunohistoquimica, usando un anticuerpo monoclonal
anti-cadena a (Upstate-Millipore, Watford, Inglaterra). La expresion de CLU fue
considerada negativa (CLU-) si no se observaba tincion y positiva (CLU+)
cuando >10% de células resultaban tefidas. Para la deteccion de la apoptosis.
se llevo a cabo el ensayo TUNEL. La media de porcentaje apoptético (1%,
rango 0-6%) fue el punto de corte empleado para los estudios de

supervivencia. La estimacion de la supervivencia se hizo mediante el método

XV



de Kaplan-Meier y usamos la regresion de Cox para el analisis multivariante
(nivel de significacion estadistica p<0.05). La mediana de seguimiento fue 54
meses. La mediana de edad fue 70 afos (rango 45-91) y la distribucion por
estadios: | (15%), 11 (48%), Il (23%) y IV (14%).

Resultados: Las células epiteliales del tejido normal fueron CLU-. En cambio el
16% (5/31) de los adenomas fue CLU+ y este porcentaje se incremento en los
CCRs (30%, 31/103). Las recidivas fueron mas frecuentes en los tumores
CLU+ (61%,19/31) que en los CLU- (37%, 27/72) y la expresion de CLU se
asocié significativamente con una menor supervivencia libre de progresion
(SLP) (SLP a 5 afos: 35 £ 9% vs 57 £ 7%; p 0.03). En el analisis multivariante,
CLU (HR=2.01, IC 95% 1.03-3.90) y el estadio TNM (HR=2.20; IC 95% 1.13-
4.29) fueron factores pronosticos independentes para la SLP. Encontramos un
indice apoptotico (IA) mayor en los CCRs (1.09 £ 0.13) que en los adenomas
(0.38 £ 0.23, p=0.059) y significativamente mayor que en el epitelio normal
(0.06 £ 0.04, p=0.001). El estadio IV mostré un |A superior en comparacion con
otros estadios (p=0.017). El IA alto se asocié con una menor SLP (SLP a 5
anos: 28.5 + 9.6% vs 61.8 £ 8.1%; p<0.05) y supervivencia global (SG) (SG a 5
anos: 43.7 £ 11.9% vs 74.6 £ 8.8%; p <0.05). En el analisis multivariante, el 1A
(HR=2.18, IC 95% 1.08-4.37) y el estadio TNM (HR=2.41, 95% CI 1.20-4.85)
resultaron factores pronosticos independientes para la SG.

Conclusiones: Tanto CLU como Ila actividad apoptdtica aumentan
progresivamente a lo largo de la secuencia mucosa sana-adenoma-carcinoma,
lo que sugiere un papel relevante en la carcinogénesis colorrectal. La
sobreexpresion de CLU se asocia con un peor prondstico de los pacientes con
CCR, por lo que nos permite identificar a pacientes con tumores de
comportamiento mas agresivo. Un IA elevado se asocia también con una

mayor agresividad tumoral y una peor supervivencia del CCR.
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Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) constituye un importante problema de salud publica
en el mundo occidental, dada su incidencia y mortalidad. Esto ha motivado un
gran esfuerzo colectivo por conocer mejor las bases bioldgicas y moleculares
de esta neoplasia y mejorar el diagnostico y tratamiento de los pacientes
afectados. De hecho, en las ultimas décadas ha tenido lugar un destacado
avance, especialmente en los campos referidos a la técnica quirurgica y al
tratamiento sistémico. En este ultimo, por ejemplo, se ha producido la
incorporacion de nuevos farmacos citotoxicos y agentes dirigidos contra dianas
moleculares especificas. Estas innovaciones han permitido progresar en el
manejo de los estadios localizados, pero sobre todo de los metastasicos.
También se ha observado un aumento del diagndstico precoz, y cada vez hay
una mayor preocupacion por encontrar técnicas diagndsticas que aumenten la
aplicabilidad de los programas de cribado en la poblacion general. Todo ello
conjuntamente ha supuesto un beneficio en la supervivencia de los pacientes.
Sin embargo, aun sigue siendo necesario profundizar en el conocimiento de la
biologia tumoral del CCR, base fundamental en la busqueda de claves que nos

guien hacia la curacion.



1.1 Epidemiologia del cancer colorrectal

Como mencionabamos anteriormente, las cifras de incidencia y mortalidad
sittan al CCR en un lugar destacado, siendo unos de los tumores mas

frecuentes y una importante causa de muerte por cancer a nivel mundial.

Segun las ultimas estadisticas disponibles de GLOBOCAN 2012 (1), es la
tercera neoplasia mas frecuente en hombres (746,000 casos, 10.0% del total),
por detras del cancer de pulmoén y de préstata, y la segunda en mujeres
(614,000 casos, 9.2% del total), tras el cancer de mama. En cuanto a la
mortalidad, ocupa el cuarto lugar en el sector de poblacion masculino, tras el
cancer de pulmon, higado y estomago, y el tercero en el femenino, tras el
cancer de mama y pulmén (Figuras 1y 2).

Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer en hombres.
Fuente: http.//globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets population.aspx
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Figura 2. Incidencia y mortalidad por cancer en mujeres.
Fuente: http.//globocan.iarc.fr/Pages/fact sheets population.aspx
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Globalmente se estima que mas de 1.3 millones de casos nuevos de CCR son
diagnosticados en todo el mundo y ocurren mas de 600,000 muertes cada afio.
(1,2). Pero el CCR no se distribuye por igual en todo el mundo, sino que
existen diferencias geograficas. La incidencia es menor en los paises en vias
de desarrollo, como los que forman parte de Africa o el sur y centro de Asia. En
cambio, su frecuencia es mayor en los paises desarrollados, y asi,
encontramos tasas de incidencia mas altas en Australia, Nueva Zelanda,
Europa, y Norteamérica (2). Concretamente, en Estados Unidos (EEUU), se
esperaba que en el 2012 el CCR fuera la tercera neoplasia en incidencia y
mortalidad, tanto en hombres como en mujeres. (3). También se han
observado diferencias en la evolucion de las tendencias. Mientras que en
EEUU se ha registrado un reciente descenso en la incidencia de CCR, que se
ha relacionado con la implantacion de programas de cribado poblacional, asi
como una reduccion en las tasas de mortalidad de las principales neoplasias,
entre ellas el CCR (3), en otras regiones se ha comprobado un aumento de



dichos parametros. Zonas que previamente eran de bajo riesgo, entre ellas
Espafa, han comunicado un importante aumento de la incidencia de CCR (4).
Los cambios dietéticos (mayor consumo de azucares y carnes rojas, menor
consumo de fibra), el aumento de la obesidad y el sedentarismo, y el consumo
de tabaco y alcohol podrian explicar esta tendencia (2).

En Europa, es el segundo cancer mas frecuente, tras el cancer de mama, y
representa el 13.1% de todos los casos de cancer. Con 215,000 muertes
producidas por CCR en el afio 2012, ocupa también el segundo lugar en
mortalidad, tras el cancer de pulmédn. (5). La misma fuente situa al CCR en
Espafa como la tercera neoplasia en incidencia en hombres, tras el cancer de
prostata y el de pulmon, y la segunda en mujeres, tras el cancer de mama,
siendo el cancer con mas casos nuevos en 2012 considerando ambos sexos
(32,240 casos nuevos), y el segundo cancer que mas muertes produce (14,700
muertes) (1).

1.2 Factores prondsticos del cancer colorrectal

A la hora de valorar la estrategia terapéutica resulta util disponer de factores
que nos ayuden a establecer el prondstico para cada caso. Se han estudiado
tanto factores clinicos dependientes del propio paciente, como factores
patolégicos y moleculares presentes en el tumor. Algunos se han constituido
como factores clasicos, con un significado prondstico claramente establecido, y
otros se valoran como potenciales, a raiz de las evidencias surgidas en los
ultimos afios que sugieren su posible utilidad clinica en el futuro. En las tablas
1y 2, podemos ver estos factores agrupados segun la clasificacion que hizo la
ESMO (European Society for Medical Oncology) en su guia de consenso (6).



Tabla 1. Factores prondsticos en el cancer colorrectal localizado (adaptado de
Schmoll et al. 2012)

Establecidos Potenciales
Clinico- T4. Edad > 60 afios.
patolégicos N+ tras QT-RT preoperatoria (recto). Sexo masculino.
Afectacion MRC. N2.
Obstruccion, perforacion. Infiltrado linfocitario.
Rotura en la cirugia. Frente invasor tumoral.
<12 Ganglios resecados (y ratio). Tipo tumoral.

Invasion vascular.
Invasion perineural.
Pobre diferenciacion (G3/G4).
Moleculares MSI-H, dMMR. KRAS mutado.
TS (positiva en >25%).
18q LOH.
p53.
SMAD4 (pérdida).
Firmas genéticas.
QT-RT: Quimio-radioterapia; MRC: Margen de reseccion circunferencial. G: Grado;
MSI-H: Alta frecuencia de inestabilidad de microsatélites; dMMR: Deficiencia en
proteinas reparadoras de errores del ADN o mismatch-repair; TS: Timidilato sintasa;
LOH: Loss of heterozygosity o pérdida de heterocigosidad.




Tabla 2. Factores prondsticos en el cancer colorrectal avanzado (adaptado de
Schmoll et al. 2012)

Establecidos Potenciales
Clinico- PS = 2. Comorbilidad.
patolégicos  Edad = 70 afios. Estatus socio-econémico.
CEA >50 pgll. Enfermedad sintomatica.
Fosfatasa alcalina 2300 U/I. Multiples localizaciones
Plaquetas = 400 x 107!. metastasicas.
Hemoglobina <11 g/dI. Afectacion peritoneal.
Leucocitos 210 x 1071. Adyuvancia previa con oxaliplatino.
LDH alta. Recidiva precoz tras adyuvancia
Albumina baja. (<6 meses).
Lineas previas de tratamiento.
Moleculares BRAF mutado. MSI-H.
EGFR (IHQ).

KRAS mutado.
CEA: Antigeno carcinoembrionario; LDH: Lactato deshidrogenasa; MSI-H: Alta
frecuencia de inestabilidad de microsatélites; EGFR: Receptor del factor de
crecimiento epidérmico; IHQ: Inmunohistoquimica.

Revisemos ahora algunos de los factores prondsticos mas relevantes para el
CCR.

1.2.1 Factores prondsticos clinico-patolégicos

a) Edad:
El CCR afecta predominantemente a pacientes de edad avanzada, siendo
la edad media los 72 afios. Mas del 90% de los casos superan los 55 afos
(7) y el 28% de pacientes tienen mas de 80 afos (8). La incidencia del CCR
estd aumentando entre los mas jovenes, permaneciendo estable o algo
menor en los adultos de mas edad (9). El papel de la edad en el prondstico
del CCR sigue siendo controvertido. Los pacientes jévenes se presentan
mas frecuentemente con estadios Ill y IV y con subtipos histologicos mas
desfavorables, como el mucinoso o las células en anillo de sello. Esto
podria relacionarse con fenotipos moleculares mas agresivos, pero también

podria explicarse por una practica clinica diferente que conllevaria un



b)

retraso diagndstico (por ejemplo, una menor tendencia a solicitar una
colonoscopia en estos pacientes ante la misma sintomatologia que
pacientes mayores, o el no estar incluidos en los programas de deteccion
precoz). Algunos autores opinan que todos estos factores conducen a una
peor supervivencia. Otros, en cambio, encuentran que los resultados,
ajustados por estadio tumoral, son similares a los de pacientes de edad
mas avanzada (10). Asi lo comprobaron también Blanke y colaboradores, al
analizar la respuesta a la quimioterapia sistémica y la supervivencia en el
CCR metastasico, viendo que estas son similares en todos los grupos de
edad (8). Para otros, en cambio, la supervivencia es mejor en los pacientes
de menos de 45 afos (7), quizas porque, una vez diagnosticados, tienden a

ser tratados de forma mas intensiva que los ancianos.

Género:

Si bien con frecuencia en los estudios se venian detectando ciertas
diferencias entre el género femenino y masculino, habitualmente estas se
achacaban al azar. Pero cada vez se ha ido prestando mas atencién a una
posible influencia del sexo en el pronodstico del CCR. Por ejemplo, se ha
visto que las mujeres presentan una mayor proporcion de tumores con
hipermetilacion, inestabilidad de microsatélites (IMS), BRAF mutado y de
localizacion proximal, lo que sugiere que la via serrada juega un papel mas
relevante en la mujer que en el hombre. También se han observado
diferencias en cuanto al efecto que tienen la dieta, la obesidad o el
tabaquismo segun el género (11). Y se ha evidenciado una mejor
supervivencia para el sexo femenino, tanto en estadios localizados como

metastasicos (12).

Estadio tumoral:

Es el factor pronéstico mas importante. EI CCR se estadifica en base a la
clasificacion TNM, aceptada por la UICC (Union for International Cancer
Control), y por el AJCC (American Joint Committee on Cancer) (13). Este

sistema cataloga el “T” (tumor) en el CCR en funcion de la profundidad de



invasion a través de la pared intestinal, y no del tamafho como ocurre en
otras neoplasias. El “N” (nédulos linfaticos) depende del grado de afectacion
tumoral de los ganglios regionales y el “M” (metastasis), de la existencia de

enfermedad tumoral a distancia.

En la tabla 3 podemos ver la supervivencia para cada estadio del CCR
localizado, con o sin afectacion ganglionar regional, segun la séptima
edicidon de la clasificacion TNM, que incorpora un nuevo subestadio (estadio
[IC: TAbNOMO) y redefine el estadio ganglionar segun el numero de ganglios

afectos y la existencia de depdsitos tumorales satélites (N1c).

Tabla 3. Supervivencia causa-especifica a los 5 afos para el cancer
colorrectal localizado segun el estadio TNM (14).

Estadio tumoral Supervivencia
(TNM) a 5 afos (%)

I 92.5

A 82.1

1B 77.7

[e: 54.5

A 83.8

1B 59.6

lnc 29.7

La supervivencia se ve reducida drasticamente cuando el tumor se ha
diseminado a distancia (estadio V). Aproximadamente un 25% de los
pacientes se diagnostican como estadio IV y hasta un 25% adicional de los
pacientes con estadios localizados a la presentacion desarrollaran
metastasis a lo largo de la evolucidn de su enfermedad (6), siendo la
localizacion preferente de dichas metastasis el higado. Sdélo el 11% de los
pacientes con estadio IV permanecen vivos a los 5 afios de su diagnostico
(15).



d)

Grado de diferenciacion:
Dependiendo del componente glandular, la diferenciacion tumoral puede

estratificarse en tres o cuatro grados (16):

- Grado 1 o bien diferenciado: mas del 95% del tumor forma
glandulas.

- Grado 2 o moderadamente diferenciado: formacion glandular en
50-95% del tumor.

- Grado 3 o pobremente diferenciado: formacion glandular en
menos del 50% del tumor.

- Grado 4 o indiferenciado: formacién glandular en 0% del tumor.

A pesar de la variabilidad interobservador que puede aparecer a la hora de
catalogar el grado histolégico, se ha comprobado el valor prondstico del
mismo (17). Si bien, en la mayoria de estudios han agrupado los cuatro
grados en solo dos categorias, tal y como recomienda la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) (16) y la AJCC (13):

- Bajo grado: bien y moderadamente diferenciado (50 - 100% de
formacion glandular).
- Alto grado: pobremente diferenciado e indiferenciado (0 - 49% de

formacion glandular).

De esta forma, se ha demostrado una peor supervivencia para los tumores
de alto grado, siempre que no presenten IMS, ya que esta confiere un
prondstico mas favorable, por lo que hay autores que proponen
incorporarla en la gradacion del CCR (18).

Localizacion del tumor primario:

Clasicamente se ha dicho que los tumores que asientan en el recto tienen
un peor prondstico, por la dificultad que entrafian para llevar a cabo una
cirugia oncolégica adecuada y por el alto porcentaje de recaidas locales
que presentan, que incluso pueden ser tardias. Para afrontar estos



problemas se han implementado mejoras terapéuticas en los ultimos afos
como la técnica quirurgica para la escision total del mesorrecto y los
tratamientos complementarios, que incluyen radioterapia. No obstante,
segun una revision de datos del SEER (Surveillance, Epidemiology, and
End Results Program), aunque la supervivencia en los estadios mas
precoces es superior para el colon, no sucede asi en estadios mas
avanzados (IlIC y 1V), donde se obtienen mejores resultados para el recto
(19). No soélo podemos hablar de un distinto prondstico entre colon y recto,
sino que a nivel biolégico y molecular cada vez son mas evidentes las
diferencias existentes entre las diversas localizaciones del CCR, incluso
con caracteristicas particulares para cada parte del colon. Asi, los tumores
proximales (situados en ciego, colon ascendente, y angulo hepatico de
colon) son mas frecuentemente de tipo mucinoso, con IMS, hipermutadores
y con mutacion del protooncogén BRAF. En cambio, los tumores distales
(dngulo esplénico de colon, colon descendente y sigma) asocian mas a
menudo inestabilidad cromosomica, amplificacion de EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) o HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2) y sobreexpresion de epirregulina (20). Estas diferencias tienen
implicaciones prondsticas y terapéuticas. Por ejemplo, se ha observado
que los tumores proximales presentan una peor supervivencia tras la
recidiva, y que los tumores metastasicos de colon distal son los que mas se
benefician de los farmacos anti-EGFR y los que tienen una supervivencia
mas prolongada (21). También la localizacion ha sido una de las
caracteristicas a destacar en algunos de los subtipos de la clasificacion
molecular del CCR, recientemente publicada (22).

1.2.2 Factores pronosticos moleculares

a)

10

KRAS:
El protooncogén RAS se encuentra localizado en el brazo corto del

cromosoma 12, codifica proteinas localizadas en la membrana celular y



b)

actua como iniciador del ciclo de proliferacion. Ejerce su accion en la via
RAS-RAF-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), dependiente del
EGFR, siendo su mutacidon un evento precoz en el proceso de
tumorigénesis colorrectal (23). Hoy en dia, su valor predictivo esta
claramente establecido, y asi, farmacos biolégicos dirigidos contra el EGFR
(cetuximab, panitumumab) vieron su indicacion restringida a aquellos casos
de CCR metastasicos que no presentasen mutaciones en los codones 12 y
13 de KRAS (lo que supone el 40% de los casos aproximadamente).
Posteriormente, también se conocid que era necesario comprobar que no
estuvieran mutados los codones 61 y 146 de KRAS, y también los codones
12, 13 y 61 de NRAS (18% de casos) (24). Por tanto, hoy dia, estas terapias
s6lo se administran a pacientes con RAS nativo, dado que los pacientes con
RAS mutado no responden o incluso pueden llegar a presentar un efecto
deletéreo en su supervivencia si llegan a recibirlas, sobre todo al asociar
combinaciones basadas en oxaliplatino (25,26). Se ha relacionado la
presencia de mutaciones de KRAS con una mayor propension a la
diseminacion pulmonar (24). Sin embargo, su significado prondstico ha sido
estudiado por diferentes autores con resultados no concluyentes, influyendo
el tipo de mutacion detectada, el estadio tumoral y la localizacion del tumor
primario (23).

BRAF:

Las mutaciones de BRAF (principalmente V600E) definen un subtipo
molecular de CCR (8 - 10%), que se caracteriza por afectar
predominantemente a mujeres, de edad mas avanzada, con tumores
localizados en colon derecho, de alto grado, mucinosos, con IMS, fenotipo
metilador o CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) y una mayor
frecuencia de metastasis peritoneales y ganglionares (27). Las mutaciones
de BRAF y KRAS son mutuamente excluyentes (28). Al contrario que lo que
ocurre en el caso de KRAS, la mutacion de BRAF se asocia con un peor
prondstico, especialmente en metastasicos (29), pero su papel a la hora de
predecir la respuesta a las terapias anti-EGFR no esta tan claro. Para

11



d)

12

algunos, aun no existen suficientes datos para establecer BRAF como un
factor predictivo mas a tener en cuenta (30). Pero revisiones exhaustivas
como la de De Roock (28) o la de Pietrantonio (27), sugieren que deberia
determinarse previamente al inicio de estos tratamientos como hacemos
con RAS, ya que no encuentran beneficio al administrar cetuximab o

panitumumab en los casos con BRAF mutado.

Inestabilidad de microsatélites:

La IMS, causada por un déficit en el sistema de reparacidén de errores del
ADN (dMMR), puede deberse a una mutacion germinal en las proteinas
reparadoras (MLH1, PMS2, MSH2, MSHG6), que da lugar al llamado
sindrome de Lynch, o bien a la inactivacion epigenética de MLH1, ligada al
fenotipo CIMP. Es este segundo mecanismo de IMS, el esporadico, el que
es mas frecuente y el que suele asociar la mutacion de BRAF (29). Para
expertos como Fearon, la IMS es el factor molecular prondstico mas robusto
(31). En estadios localizados, especialmente en estadios Il (32), los casos
con alta IMS presentan una mejor supervivencia, y también parecen
beneficiarse menos del uso de 5-fluoruracilo adyuvante (31). En cambio, en
el CCR metastasico la IMS no supone un mejor pronostico (33). Ademas, el
efecto protector de la IMS se ve atenuado en los casos que asocian
mutacion de BRAF (34).

Clasificacién molecular del cancer colorrectal:

Queda claro por lo descrito hasta ahora que el CCR es una enfermedad
heterogénea, por lo que resulta de interés identificar subgrupos
homogéneos para guiar las estrategias diagnosticas y terapéuticas. Existen
multiples clasificaciones moleculares, pero recientemente se ha propuesto
un consenso internacional que hace una puesta en comun de los datos de
seis potentes grupos de investigacion, y que gracias a herramientas
informaticas para su analisis en conjunto, estratifica el CCR en cuatro
subtipos principales, y un quinto subtipo compuesto por una miscelanea
(Tabla 4) (22).



Tabla 4. Subtipos moleculares del cancer colorrectal segun la clasificacion
de consenso internacional (adaptado de Dienstmann et al. 2014).

Subti
LEO/ |)po Caracteristicas Pronéstico
(o]
CMS1 Mujeres, edad avanzada, colon Mejor SLR, SG
(13%) derecho, IMS, CIMP, hipermutacion, intermedia, peor
mutacion de BRAF, activacion StR.
inmunitaria.
CMS2 Colon izquierdo, epitelial, MSS, CIN, SLR intermedia,
(35%) mutacion de TP53, activaciéon de mejor SG,
WNT/MYC. mejor StR.
CMS3 Epitelial, CIN/MSI, mutacién de KRAS, SLR, SGy StR
(11%) amplificacién de MYC, sobreexpresion intermedia.
de IGFBP2.
CMS4 Edad mas joven, estadios Ill/1V, Peor SLR, peor
(20%) mesenquimal, CIN/MSI, activacién de SG, StR
TGF-B /VEGF, sobreexpresion de intermedia.
NOTCHS3.
Miscelanea Mixto, con activacién epitelial- SLR, SGy StR
(21%) mesenquimal variable. intermedia.

CMS: Consensus molecular subtype; SLR: Supervivencia libre de recidiva;
SG: Supervivencia global; StR: Supervivencia tras la recidiva; IMS:
Inestabilidad de microsatélites; MSS: Estabilidad de microsatélites; CIN:
Inestabilidad cromosémica; IGFBP2: Insulin-like Growth Factor Binding

Protein 2.

Cada subtipo se caracteriza por un fenotipo particular, por la activacion de

determinadas vias moleculares patogénicas e incluso por distintas lesiones

precursoras. Estas diferencias bioldgicas se traducen en diferencias en la

supervivencia, y se esta trabajando para establecer una correlacion también

con la sensibilidad a los tratamientos. Si bien es un importante esfuerzo

para el avance del conocimiento del CCR, aun es una aproximacion

experimental.
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1.3 Diagnéstico y tratamiento del cancer colorrectal

1.3.1 Signos y sintomas

A menudo los pacientes que se presentan con sintomas al diagnostico
padecen la neoplasia en un estadio mas avanzado (36), siendo las
manifestaciones clinicas secundarias al crecimiento endoluminal (trastornos del
habito intestinal, con diarrea o estrefimiento, e incluso obstruccion intestinal
completa, con dolor abdominal y vomitos) o exofitico del tumor (masa
abdominal palpable, perforacion intestinal o infiltracion de 6rganos adyacentes
como la vejiga, pudiendo dar lugar a una fistula y a complicaciones infecciosas)
o bien al sangrado de la lesidn, ocasionando anemia ferropénica y astenia, u

objetivandose en forma de rectorragia o hematoquecia (37).

Cuando progresa la enfermedad y se disemina, lo hace preferentemente al
higado, pudiendo aparecer dolor en hipocondrio derecho y hepatomegalia a la
exploracion o sindrome constitucional con cansancio, pérdida de apetito y

peso, y en algunos casos, fiebre paraneoplasica (38).

Por este motivo, el cribado poblacional intenta detectar el CCR en estadios
mas precoces, en los que los pacientes se encuentran asintomaticos, y pueden

obtener un tratamiento curativo y un mejor prondéstico (39).

1.3.2 Pruebas diagnodsticas

La principal es la colonoscopia, que permite no soélo detectar el tumor,
localizarlo y biopsiarlo, sino también identificar otras posibles lesiones
sincronicas y la extirpacion de pdlipos (37). Ademas de una historia clinica
completa, con anamnesis que incluya los antecedentes familiares y exploracion
fisica, se debe completar el estudio de extension con una analitica con CEA,
TAC de térax y abdomen, y en el caso del cancer de recto, también una RMN

de pelvis para la estadificacion local (6).
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1.3.3 Estadificacion

Una vez completado el estudio de extension se puede establecer el estadio
clinico de la enfermedad (cTNM). El estadio patoldgico, en cambio, es definido
por el analisis histoldgico de la pieza quirurgica (pTNM). La clasificacion TNM,
describe la profundidad de la invasién del tumor primario en la pared del
intestino, la existencia de metastasis en los ganglios linfaticos regionales y de

metastasis a distancia, y define los distintos estadios (Tabla 5) (13).

T (Tumor primario):

TX: No se puede evaluar el tumor primario.

TO: No hay evidencia de tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ: intraepitelial o invasion de la lamina propia.

T1: El tumor invade la submucosa.

T2: El tumor invade la muscular propia.

T3: El tumor invade a través de la muscular propia y llega hasta la
subserosa, hasta los tejidos pericolorrectales.

T4a: El tumor penetra en la superficie del peritoneo visceral.

T4b: El tumor invade otros drganos o estructuras, o se adhiere a ellos.

N (Ganglios linfaticos regionales):

NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO: No existen metastasis en los ganglios linfaticos regionales.
N1: Metastasis en 1 - 3 ganglios linfaticos regionales.

N1a: Metastasis en 1 ganglio linfatico regional.

N1b: Metastasis en 2 - 3 ganglios linfaticos regionales.

N1c: Depdsitos tumorales satélites en la subserosa o en tejidos no
peritonealizados.

N2: Metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.

N2a: Metastasis en 4 - 6 ganglios linfaticos regionales.

N2b: Metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos regionales.
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M (Metastasis a distancia):

MX: No se puede evaluar la metastasis a distancia.

MO: No hay metastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia.

M1a: Metastasis a distancia en un érgano o localizacion.

M1b: Metastasis a distancia en mas de un érgano o localizacion o
afectando al peritoneo.

Figura 3. Estadios del cancer colorrectal.
Fuente: http://cancer-colon.euroresidentes.com/2012/11/estadios-del-cancer-de-colon-
ii.html/

Tabla 5. Agrupacion de los estadios del cancer colorrectal en la clasificacion
TNM.

Estadio T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO

T2 NO MO

A T3 NO MO
1B T4a NO MO
lc T4b NO MO
A T1-T2 N1/N1c MO
T1 N2a MO

B T3-T4a N1/N1c MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

lnc T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO

IVA Cualquier T Cualquier N M1a
IVB Cualquier T Cualquier N M1b
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1.3.4 Tratamiento

El plan terapéutico va a depender de factores relacionados con el paciente
(edad, estado general, comorbilidades) y con el tumor, principalmente, la
localizacion del primario y el estadio tumoral.

Los casos con cancer de colon localizado resecable son candidatos a cirugia

radical, con una intencioén curativa, siendo luego valorados para quimioterapia
postoperatoria o adyuvante (estadios Ill y Il de alto riesgo) o seguimiento
(estadios | y Il de bajo riesgo). La quimioterapia adyuvante se basa en el 5-
fluoruracilo en infusién continua o fluoropirimidinas orales (capecitabina), que
pueden administrarse en monoterapia o en combinacion con oxaliplatino,

siendo estandar el empleo de esquemas denominados FOLFOX o XELOX (37).

En el cancer de recto que invade mas alla de la muscular propia o bien

presenta afectacion ganglionar esta indicado el uso de tratamiento
neoadyuvante (antes de la cirugia), con quimio-radioterapia concomitante
(basada en 5-fluoruracilo o capecitabina) o bien con esquemas de radioterapia
corta (5 sesiones) (40).

Una vez se ha producido la diseminacién a distancia, la curacion

habitualmente no es posible, y el tratamiento tiene una intencion paliativa, dado
que solo un limitado numero de pacientes (10-30%) podra ser candidato a un
abordaje radical que incluya la cirugia de metastasis (41). En las ultimas
décadas se han producido avances no sélo en los métodos para el diagnéstico
precoz o en la técnica quirurgica, sino también en el tratamiento sistémico,
incorporandose nuevos farmacos. En primer lugar, se demostr6 una mayor
eficacia y tolerancia con la infusion continua de S5-fluoruracilo frente a su
administracion en bolo, y posteriormente, la adicion de leucovorin y la aparicion
de los esquemas en combinacién con oxaliplatino e irinotecan ofrecieron
mejores resultados frente a la monoterapia. De este modo, se logré pasar de
los 4-6 meses de mediana de supervivencia con tratamiento de soporte hasta
los 20 meses empleando esquemas de quimioterapia en combinacion (42). Un
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conocimiento mas profundo de la biologia tumoral facilité el desarrollo de las
nuevas terapias dirigidas, con dos grandes grupos de farmacos que podemos
clasificar en base a su mecanismo de accién o diana frente a la cual estan

orientados:

- Antiangiogénicos: bevacizumab, aflibercept, regorafenib.

- Inhibidores de EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor):
cetuximab, panitumumab, cuyo uso se restringe a los casos con KRAS
y NRAS nativo (26).

La adicion de estos nuevos farmacos ha supuesto una mejoria de la
supervivencia de los pacientes con CCR, que se ha prolongado hasta llegar a
superar los 24 meses (43).

En ocasiones, la cirugia o la radioterapia paliativa también juegan un papel en
los casos metastasicos, ademas de la colocacion de endoproétesis coldnicas
cuando se presentan sintomas obstructivos. Actualmente existe un debate
sobre si la reseccion del tumor primario podria tener un impacto en la
supervivencia de estos pacientes, y hay ensayos en marcha que abordan esta
cuestion (44).

1.4 Carcinogénesis colorrectal

El desarrollo del cancer colorrectal tiene lugar a través de una serie de etapas
que conllevan la transformacion histolégica desde el tejido normal hasta la
lesion precursora o adenoma, y finalmente el carcinoma, lo que se conoce
como la “secuencia adenoma-carcinoma”. Esta denominacion fue acufada por
primera vez por el grupo de Morson (45). Se piensa que un primer pequefio
foco aberrante en la cripta intestinal da lugar al desarrollo de una primera cripta
displasica. Posteriormente se forma un adenoma que crece progresivamente

de tamafio, evolucionando también su displasia de leve a moderada y severa,
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surgiendo finalmente el carcinoma invasor que puede terminar diseminandose

a distancia en forma de metastasis (46).

Aunque actualmente conocemos vias alternativas que explican la
carcinogénesis colorrectal, como la via de la inestabilidad de IMS o la
epigenética, la principal sigue siendo la via clasica de la inestabilidad
cromosomica (Figura 4). Esta es responsable del origen del 85% de los casos
(47).

Figura 4. Vias de la carcinogénesis colorrectal (48).

A) Inestabilidad cromosémica: mutaciones en oncogenes/genes supresores de tumores,
pérdida de heterocigosidad, aneuploidia

| SMAD 2/4 |

Epitelio Adenoma tubular Adenoma Adenoma Adenocarcinoma con
normal pequeiio intermedio avanzado microsatélites estable

B) Inestabilidad de microsatélites: alteracion en la reparacion del ADN

Otras mutaciones: TGFB-RII, IGF-2R,
caspasa 5, Bax, hMSH 3/6

Mutaciones de genes
reparadores del ADN

> >

Epitelio Adenoma tubular Adenoma Adenoma Adenocarcinoma con
normal pequefio intermedio avanzado inestabilidad de microsatélites

€

C) Via epigenética: hipermetilacién de islas Cp G, silenciamiento de genes
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Fue descrita originalmente por Fearon y Vogelstein en 1990 (49). Ellos
propusieron un modelo genético de multiples pasos que da lugar a la llamada

secuencia adenoma-carcinoma:

Paralelamente a la sucesion de los cambios histopatolégicos, se producen
mutaciones en un orden caracteristico en genes supresores de tumores como
APC (Adenomatous Polyposis Coli), DCC (Deleted in Colon Carcinoma), SMAD
4/2 o TP53 (que pierden su funcion) y oncogenes como KRAS (que son
activados), responsables de los procesos de iniciacion y progresion tumoral. Si
bien los investigadores enfatizaron que la acumulacion progresiva de estos

cambios genéticos es mas importante que el orden en que ocurren.

La alteracion mas precoz es la del gen APC, situado en el brazo largo del
cromosoma 5, que actua como gen “portero”. Es decir, su inactivacion es
necesaria para que se pueda iniciar la proliferacion celular (50,51). La pérdida
de funcion de APC genera un aumento en la actividad de la 3-catenina, lo que
incrementa la sefalizacion nuclear en asociacion con el factor de transcripcion
TCF4, actuando sobre genes como c-myc (46). Esto produce un aumento de la

proliferacion celular y el bloqueo de la apoptosis. (52,53).

La mutacién de APC puede seguirse de cambios en el patron de metilacion del
ADN, teniendo lugar generalmente una hipometilacion, lo que altera la
expresion génica: la hipometilacion del promotor de un oncogén puede dar
lugar a su activacién, mientras que la hipermetilacién en un gen supresor de

tumores lo inactivaria (46).

Posteriormente, en adenomas que superan el centimetro de tamafio, podemos
encontrar la mutacion de KRAS hasta en un 50%. Esta mutacion da una
ventaja selectiva a las células portadoras de la mutacion de APC, impulsando

Su expansion clonal.

Luego se producen deleciones en otros cromosomas, como 18q y 17p, que
incluyen regiones donde se localizan los genes DCC, SMAD2, SMAD4 y p53

(54). Las mutaciones en estos genes provocan la aparicion de carcinomas
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invasores. Finalmente, la transformacién implicada en la transicion epitelio-

mesénquima, entre otras, participaran en el desarrollo de las metastasis.

1.5 El balance apoptosis - proliferacion

Tres fendmenos bioldégicos se ven implicados en el proceso de la
carcinogénesis colorrectal: proliferacion, diferenciacion y muerte celular o
apoptosis. En el tejido normal, estos tres fenomenos se encuentran
balanceados para conseguir la homeostasis. Cada uno de ellos suele tener
predileccion por una localizacion especifica en la cripta intestinal (Figura 5).
Asi, en la mucosa normal, encontraremos una mayor actividad proliferativa en
la parte mas baja de la cripta. Alli se encuentran las células madre o stem cells,
dividiéndose en células hijas. Estas se multiplican y se diferencian
progresivamente a medida que ascienden en la cripta hasta la parte mas alta.
Alli se desprenden y caen hacia el lumen o son eliminadas mediante apoptosis.
Por ello la mayor concentraciéon de muerte celular la encontraremos en la parte

alta de la cripta (55).

Figura 5. Proliferacion, diferenciacion y apoptosis en la cripta intestinal.
Fuente: http://www.shreveportphysiology.com/fac tak aw.htm
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Sin embargo, este gradiente se revierte en los adenomas. En ellos |la apoptosis
es mas frecuente en la parte baja, incluso en una mayor proporcion que en el
tejido normal (56-58). En el carcinoma, en cambio, no encontramos una
distribucion especifica para dichos procesos (57). Esta distribucién podria
explicarse por la funcion que ejerce la muerte celular programada en el control
del dafo genético. Asi, la eliminacion de células con mutaciones del ADN a

través de la apoptosis, impide su replicacion y expansion.

Pero ademas de cambios en la distribucion de dichos procesos, en la
carcinogeénesis colorrectal también se modifica su frecuencia, rompiéndose el
equilibrio entre ellos y ocasionando un disbalance. Esto ocurre al verse
afectados diversos sistemas de control, que en condiciones normales
garantizan la homeostasis tisular, como las rutas de transduccidon de sefiales
mitogénicas, el ciclo celular y la apoptosis, entre otros. Se ha demostrado que
la actividad proliferativa aumenta al mismo tiempo que se agrava la displasia a
lo largo de la transicion adenoma-carcinoma. Sin embargo, el papel de la
apoptosis en este proceso aun no ha sido completamente aclarado.

Existen dos vias principales, conectadas entre si, por las que puede ocurrir la
apoptosis: la extrinseca o mediada por receptor, que se activa por la union de
ligandos especificos (como FasL, TNF-a y TRAIL) a los receptores que existen
en la superficie celular; y la intrinseca o mediada por la mitocondria, que es
regulada por proteinas de la familia Bcl-2 y que puede desencadenarse por la
pérdida de sefales del factor de crecimiento o en respuesta a un estrés
genotoxico (Figura 6).
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Figura 6. Vias de senalizacion de la apoptosis (59).
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De esta forma se evita la replicacion de aquellas células con dafio en su ADN,
ya que las alteraciones gendmicas nocivas tipicamente inducen la activacion
de la apoptosis. Es ampliamente conocido que alteraciones en la respuesta
fisiologica al dafio del ADN pueden favorecer la acumulacion de mutaciones

oncogeénicas. Y esta acumulacién podria conducir al desarrollo de la neoplasia.

Si los mecanismos necesarios para equilibrar el balance entre proliferacion y
apoptosis funcionan adecuadamente, entonces se mantiene la homeostasis del
epitelio colonico en la cripta intestinal. En cambio, en un sistema como este,
que tiene una alta tasa de recambio celular, la inhibicidon de la funcion
apoptotica permitiria una proliferaciéon celular incontrolada y el desarrollo
tumoral. De hecho, varios estudios han demostrado una disminucién progresiva
de la apoptosis durante la transformacién de la mucosa normal al carcinoma
colorrectal (56,60). Pero otros autores han sugerido que existe una tendencia al
aumento del indice apoptdtico (IA) durante el proceso del desarrollo del CCR
(57,61-63). Por tanto, se necesitan nuevos estudios que confirmen si esta

tendencia es la correcta.

Ademas, la evidencia cada vez mayor sobre la relevancia de la apoptosis en la

patogénesis y la progresion del CCR, hace que nos interesemos por sus
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potenciales implicaciones pronosticas. Sin embargo, son muy pocos los
trabajos que ponen de manifiesto el significado prondstico de la apoptosis en el
CCR, y sélo algunos investigadores han comunicado supervivencias mas
cortas para los casos con mayor |A (64,65). De ahi el interés por definir el papel
de la apoptosis en la carcinogénesis colorrectal y su relacion con la

supervivencia del CCR.

1.6 Clusterina

La clusterina (CLU), es una glicoproteina heterodimérica de 75-80 kDa
ampliamente distribuida en el organismo de los mamiferos, donde podemos
encontrarla en una amplia variedad de tejidos (especialmente en cerebro,
retina, higado, glandulas suprarrenales, prostata, testiculos, rifion, pulmon y
corazon) y en casi todos los fluidos fisioldgicos (semen, leche materna, orina,

liquido cefalorraquideo y plasma) (66—69).

Fue descrita por primera vez en células de Sertoli de ratas (70) y en el fluido de
la rete testis de carnero (71,72). Dicho fluido es conocido por provocar la
agregacion de las células de Sertoli y los hematies de varias especies. Por ello
cuando los autores descubrieron a la proteina responsable, decidieron llamarla
“clusterina” (que produce “clusters” o agrupaciones), haciendo destacar su
papel en las interacciones célula-célula (Fritz et al. 1983). Aunque ha recibido
también otros nombres, relacionados con el sistema estudiado por cada
investigador (Tabla 6), se estableci6 por consenso la denominacién de
clusterina (CLU) en la reunion celebrada en Cambridge en Septiembre de 1992
(66).

Actualmente sabemos que CLU interviene en multiples procesos
fisiopatoldgicos, como la maduracion espermatica, la muerte y la supervivencia
celular, la regulacion del ciclo celular, el transporte de lipidos, la reparacion del
ADN, la adhesion celular, la remodelacion de tejidos, el reciclaje de membrana
o el control del sistema inmune (73,74). Esto la ha convertido en el objeto de
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numerosos estudios relacionados con la neurodegeneracién (mas

concretamente con la enfermedad de Alzheimer), el envejecimiento, la

aterosclerosis, la enfermedad cardiovascular o el cancer, entre otros (69).

Tabla 6. Sinénimos o proteinas homélogas de clusterina (adaptado de Bettuzzi
2009).

Nombre Fuente Especie Funcion Referencia
Clusterina Fluido de Carnero Reproduccion (71)
rete testis
GPIlI Médula Bovina Granulos (76)
adrenal cromafines
TRPM-2 Prostata Rata Apoptosis (77)
SGP-2 Prostata Rata Reproduccion (78)
T64 Células Codorniz  Transformacion (79)
neuroretinianas celular
SP-40,40 Suero Humana  Modulacién del (80)
(higado) complemento
CLI Suero Humana Modulacion del (81)
(higado) complemento
Apod Sangre Humana Transporte de (82)
lipidos
NA1/NA2 Sangre Humana Transporte de (83)
lipidos
K661 Retina Humana Retinitis (84)
pigmentosa

GP lll: Glicoproteina Ill, TRPM-2: Mensajero prostatico represor de testosterona-2;
SGP-2: Glicoproteina sulfatada 2; SP-40,40: Proteina secretada asociada al

complemento 40,40; CLI: Inhibidor de la lisis del

Apolipoproteina J.

complemento;, ApoJ:

Todos estos procesos se caracterizan por una respuesta celular al estrés
oxidativo, poniéndose en marcha la maquinaria protectora encargada de
reparar el dafo, lo que suele conllevar un freno en la actividad proliferativa y un
incremento de la muerte celular. Por ello, algunos consideran a CLU como un
sensor celular que se activa en situaciones de estrés como las inducidas por la
hipoxia, las radiaciones ionizantes o el choque térmico (85). Se ha observado

gue su expresion se encuentra alterada en distintas neoplasias del ser humano

25



(73), detectandose generalmente una sobreexpresion en la mayoria de
tumores analizados, como los de mama (86), laringe (87), vejiga (88), rifidn
(89), prostata (90), o pulmén  (91). Los resultados no siempre han sido
concluyentes, y algunos trabajos sugieren que CLU podria estar disminuida en

ciertas neoplasias (92-95).

A pesar de las investigaciones llevadas a cabo, aun sigue siendo considerada
una “proteina enigmatica”’, con funciones contradictorias en relacion con la
apoptosis celular, la tumorigénesis, y la progresion tumoral (Shannan et al.
2006).

1.6.1 El gen de la clusterina

El gen que codifica CLU en humanos se localiza en el cromosoma 8 del
genoma humano (96), en la posicion 8p21-p12 (97) (Figura 7).

Figura 7. Localizacién del gen de la clusterina en el cromosoma 8.
Fuente: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?id type=entrezgene&id=1191
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Se compone de 9 exones y 8 intrones. La longitud de los exones varia desde
47 pb (ex6n 1) hasta 412 pb (exdn 5), y en el caso de los intrones, de 207 pb
(intron 8) a 4377 pb (intrén 6). En total comprende una region de 16,580 pb
(98). En todas las especies donde se ha estudiado se ha visto que posee una
soOla copia en el genoma y esta altamente conservado (99).

En la actualidad sabemos que codifica diferentes proteinas. Es decir, CLU no

se refiere a una sola proteina, sino que comprende una familia de productos
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proteicos, que han podido ser detectados mediante electroforesis debido a su

distinto peso molecular (75).

Se ha estudiado como surgen estas distintas formas de la proteina. Por una
parte se habla de un procesamiento intracelular y maduracion especificos para
cada producto proteico. Pero también se han descrito tres transcritos o
variantes de ARN mensajero (ARNm) derivadas del gen: CLU34, CLUS35,
CLU36 (100,101). Segun la base de datos del National Center for
Biotechnology Information de EEUU (NCBI), dichas variantes son:

Variante 1: NM_001831.3
Variante 2: NR_038335.1
Variante 3: NR_045494.1

Todas tienen los 9 exones y 8 intrones. Comparten 8 exones, pero el primer
exdén es unico para cada variante (1a, 1b, 1c), lo que sugiere un distinto lugar
para el inicio de la transcripcion (Figura 8). Las tres variantes de ARNm se han
detectado en mucosa de colon normal, transformada y neoplasica (100),
aunque con distintos niveles de expresion, y también en células prostaticas
(69).

Figura 8. El gen de la clusterina y las variantes de ARNm (69).
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Algunos investigadores han encontrado una secuencia para la variante 1 mas
corta en su extremo 5" que la propuesta por el NCBI (69,101,102), y sugieren
que BCO010514.1 seria mas correcta como variante 1 (69). Adicionalmente,
otra variante 1 [Aex2] se genera mediante splicing alternativo, por lo que
carece de exon 2 y de la secuencia que codifica la sefal del reticulo
endoplasmico (SSCR o ER Signal Sequence Coding Region) (103).

1.6.2 Estructura de la clusterina

La cadena polipeptidica precursora de la principal forma de CLU se compone
de 449 aminoacidos y es sintetizada a partir de un ARNm de unos 2 kb. Tras la
traslacion tiene lugar el procesamiento de la proteina que conduce a su
maduracion. El péptido sefial guia a la proteina hacia el reticulo endoplasmico
(74), donde tiene lugar la separaracion de dicho péptido sefal, de 22
nucleotidos, mediante proteolisis. ElI fragmento restante se divide en dos
cadenas: la cadena a (34-36 kDa, aminoacidos 206-427) y la cadena 3 (36-39
kDa, aminoacidos 1-205) (104). En el aparato de Golgi, tiene lugar el
ensamblaje de las cadenas para formar el dimero y su glicosilacion. Las dos
cadenas se ensamblan en antiparalelo y sus centros, ricos en cisteina, se unen
por cinco puentes disulfuro. A ambos lados de este nucleo central encontramos
tres a-hélices anfipaticas y dos a-hélices enrolladas. Aproximadamente el 30%
de la masa de la proteina madura esta conformada por carbohidratos de
estructura variable, que se unen a la proteina a través de los seis puntos de N-
glicosilacion (68,105,106) (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de la clusterina. La cadena polipeptidica precursora (en la parte
superior) pierde el péptido senal (en color magenta) mediante proteolisis, y luego se
divide en dos cadenas (entre los residuos 227 y 228): la cadena a (en color amarillo) y
la cadena B (en color azul celeste). Estas se ensamblan en antiparalelo formando una
molécula heterodimérica (en la parte inferior de la figura), donde los centros ricos en
cisteina (en color rojo) se unen por cinco puentes disulfuro (elipses de color rojo) y son
flanqueados por dos hélices enrolladas (en color verde) y tres hélices anfipaticas (en
color azul oscuro). Los puntos de color amarillo claro marcan los seis sitios de N-

glicosilacién (68).
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1.6.3 Formas de la clusterina

Hemos visto que el mismo gen de CLU es capaz de generar varios transcritos
de ARNm. No se conoce con claridad como estas variantes se relacionan con
cada una de las formas de la proteina, pero si intuimos que existen al menos
dos productos proteicos, con diferentes caracteristicas, localizaciones y
funciones. Esto nos puede ayudar a explicar por qué a menudo se ha visto a
CLU implicada en funciones aparentemente contradictorias, dado que en
funcién de la forma predominante la balanza se inclina hacia un extremo u otro,

por ejemplo en relacion con la supervivencia o la muerte celular.
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La primera de las formas de CLU es la que corresponde con la estructura

descrita previamente. La forma precursora o psCLU, de 60 kDa, no glicosilada

y localizada en el citoplasma, es madurada dando lugar a la forma secretada o
sCLU, un heterodimero glicosilado de 75-80 kDa, que se encuentra presente
en practicamente todos los fuidos fisiologicos (100,107,108). Se le asigna una
funcién citoprotectora, dado que inhibe la apoptosis y por tanto promueve la
supervivencia celular. También se la describe habitualmente como una
chaperona extracelular independiente de ATP, por su capacidad para unirse a
proteinas plegadas de forma errénea y estabilizarlas o eliminarlas, similar a la
de las pequefas proteinas de choque térmico o sHSP (Small Heat-Shock
Proteins) (revisado en Wyatt et al. 2009) (Figura 8).

La segunda forma es la de localizacion nuclear o nCLU, de 45-55 kDa. Su
péptido precursor se sintetiza a partir de un segundo codon de inicio (AUG),
que se ha localizado en el exdn 3. Le falta el péptido sefal, y esto hace que no
sufra el proceso de division en dos cadenas ni el de glicosilacion, a diferencia
de sCLU (103). Cuando la célula se ve expuesta a estrés, nCLU se transloca
del citoplasma al nucleo y actua induciendo la apoptosis (103,108). En el
nucleo se une al heterodimero Ku70/80, implicado en la reparacion del ADN y
la induccion de la apoptosis (Figura 10).

Figura 10. Interacciones fisiolégicas entre Ku70/80, clusterina y Bax. (A) En la
célula normal, Bax esta inactivo y se localiza en el citoplasma, interaccionado con
Ku70. La proteina sCLU estabiliza esta interaccion Ku70-Bax , actuando como
citoprotectora. (B) Cuando ocurre un dafio en el ADN, Ku70 libera a Bax. En este
caso, nCLU coopera con Ku70 activando la translocacién a la mitocondria de Bax, e

induciendo la apoptosis (110).
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Otras formas de la proteina s6lo se han detectado mediante predicciones de

programas informaticos, sin que hayan podido ser aisladas (111).

1.6.4 Funciones de la clusterina

La funcién de CLU va a depender tanto del tipo de célula o tejido donde se
encuentre, como de los factores que regulan su expresidén y su localizacion
dentro de la célula, asi como de las circunstancias del entorno que rodea a esa
célula (fisiologicas o patologicas). Se ha visto involucrada en enfermedades
neurodegenerativas, sindromes metabdlicos, glomerulonefritis, patologia
cardiovascular y cancer. Esta influencia tan extensa y variada de la proteina se
debe a su capacidad para interaccionar con una amplia variedad de moléculas:
lipidos (82), proteinas amiloides (112), componentes del complejo de ataque de
membrana (99), proteinas mal plegadas (113) o quimioterapicos como el
paclitaxel (114), entre otras. Se le asignan, pues, multiples funciones

fisiologicas, entre las que destacan:

a) Chaperona extracelular: CLU actua como una chaperona extracelular

independiente de ATP, con una estructura similar a la de las proteinas de
choque térmico. Estas proteinas a menudo estan sobrexpresadas en
distintas neoplasias dado que son fundamentales para la supervivencia de
las células cancerosas (115). Como ellas, CLU posee la capacidad de
identificar aquellas proteinas que no se han plegado correctamente, unirse
a su superficie hidrofébica y favorecer su eliminacion: se internan en las
células mediante endocitosis y luego son degradadas en los lisosomas
(109). Sabemos, por ejemplo, que una proteina de choque térmico, HSP27,
y CLU se asocian para proteger a la célula de factores estresantes pro-
apoptoticos (116). Esto la convierte en una proteina citoprotectora frente al
estrés proteotoxico, pero también sabemos que actua como sensor celular
frente al estrés oxidativo, ejerciendo su funcidén antioxidante a través de los

grupos sulfhidrilos de los residuos de cisteina (117).
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b)

d)
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Transporte de lipidos: La mayoria de la CLU sérica, conocida en este

contexto como apolipoproteina J, esta contenida en complejos clusterina-
apoA1 y circula como una lipoproteina de alta densidad (HDL) (82,83). Se
ha descubierto que también puede unirse a lipoproteinas de baja (LDL) y
muy baja densidad (VLDL) (118). CLU retira el colesterol de las
membranas celulares que han sido dafiadas y lo incorpora en las particulas
HDL, siendo eliminado posteriormente mediante transporte inverso (119).
CLU, una vez mas, ejerce una funcion protectora, al favorecer la eliminacion
del exceso de lipidos y de los subproductos lipidicos toxicos que se generan
en situaciones de dafio o remodelacion tisular (67).

Regulacién del complemento: CLU fue detectada por primera vez en

humanos en los depédsitos inmunes del glomérulo de un paciente con
glomerulonefritis membanosa, adoptando un patrén similar al de otros
componentes del complemento (120). CLU se une a C5b-6, impidiendo la
formacion del complejo de ataque a membrana, y de esta forma inhibe la
citolisis mediada por el complemento (80,81).

Apoptosis: Respecto a la muerte celular, se ha establecido una
funcionalidad dual para CLU. Por un lado, sCLU estabiliza la unién entre
Ku70 y Bax, interfiriendo en la oligomerizacion de Bax e impidiendo la
liberacion del citocromo c y la activacidon de las caspasas (121). También es
capaz de activar la via de PI3K/AKT (Phosphatidylinositol 3-kinase/protein
kinase B) y del IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), asi como de proteger a
las células de la muerte mediada por TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a)
(122). Por tanto, una elevacion de sCLU favorece la supervivencia celular.
En cambio, una disminucién en los niveles de sCLU conduce a la apoptosis,
mediante la activacion de p53 y la alteracion de la ratio entre las proteinas
proapoptoticas y antiapoptoticas de la familia Bcl-2 (123). Por otra parte,
nCLU estimula la apoptosis, a través del dominio BH3, situado en la region
terminal-C, que secuestra a Bcl-xL, lo que libera a Bax y esto lleva a la

liberacion del citocromo c¢ y a la activacion de caspasa-3 (124,125).



Experimentos sobre la muerte celular tras la exposicion a radiacion
ionizante, nos han revelado la capacidad de nCLU para interaccionar con
Ku70, ya separado de Bax. Ku70 a su vez, forma heterodimeros con Ku80,
fundamentales en la reparacion de las roturas de doble cadena. Los
complejos nCLU-Ku70/Ku80, localizados en el nucleo, afectan a la
reparacion del ADN, conduciendo a la inestabilidad genomica y la muerte
celular (126). La actividad proapotética de nCLU es dependiente de iones
de calcio (Figura 11), y también se asocia con la induccion de TGF-8
(Transforming Growth Factor-B) a través de la fosforilacion de Smad2/3
(127).

Figura 11. Regulacion de la apoptosis por clusterina dependiente de los
iones de calcio. El estrés oxidativo produce modificaciones en las proteinas de
los canales de calcio, liberando iones de calcio de la mitocondria y el reticulo
endoplasmico, y también permitiendo su entrada desde el exterior de la célula. Se
piensa que la regulacién de la apoptosis depende de la concentracidn de iones de
calcio: a elevadas concentraciones, sCLU se une a Ku70-Bax y promueve la
supervivencia celular impidiendo la apoptosis; a bajas concentraciones, nCLU se
une a Ku70, desestabilizando la interaccion Ku70-Bax, y conduciendo a la
apoptosis (128).
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e)

f)

g)
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Interacciones célula-célula: Es una de sus principales funciones. CLU es

capaz de promover la agregacion de diferentes tipos celulares in vitro:
hematies, leucocitos, espermatozoides, células de los testiculos de raton
TM-4, células de Sertoli de ratas y células epiteliales renales (67). El grado
de agregacion celular se incrementa en 24 horas, es dependiente de
energia, probablemente precisa de la sintesis de proteinas y no requiere
magnesio ni calcio (71,72,129). También se ha visto que depende del
estado de las interacciones célula-sustrato (129), de forma que las células
que pierden sus contactos célula-sustrato, ven potenciadas sus
interacciones célula-célula a través de CLU, en un intento por mantener la
proximidad celular (67). CLU, en determinadas cirncunstancias, incluso
puede dar lugar a interacciones ceélula-sustrato aberrantes (129). Estas
interacciones célula-célula y célula-sustrato son criticas tanto en el proceso
de reparacion tisular como en el de organogénesis, en los que se ha

descrito la participacion de CLU.

Maduracion celular y transformacion morfoldgica: La diferenciacion

celular del musculo liso de los vasos (130) y la morfogénesis del rifién o del
pulmon se han visto relacionadas con la actividad de CLU (67).

Reproduccion: Encontramos a CLU en variadas localizaciones del sistema

reproductor: el citoplasma de las células de Sertoli, los estereocilios de las
células principales del epididimo, en el acrosoma y la cola de los
espermatozoides, en los tubulos seminiferos y en el fluido epididimario. Se
cree que CLU participa en la maduracion espermatica, en la formacion de
partes del citoesqueleto de la cola de los espermatozoides y en la defensa
frente al complemento (98). También parece ejercer un papel en la funcion
ovarica (67).



1.6.5 Sintesis y regulacion de clusterina

La variante 1 del ARNm de CLU es el transcrito mas abundante (102). Se cree
que sCLU es la forma predominante sintetizada por las variantes de ARNm
(69). Tanto la variante 1 como la variante 2 de ARNm, codifican para sCLU
(100,102). Esta se genera a partir del primer codon de inicio o AUG situado en
el exon 2. A diferencia de esta, la forma intranuclear, se origina por splicing
alternativo de la variante 1, con el coddén de inicio situado en el exén 3, tal
como describid Leskov (103). Esta forma de CLU puede resultar dificil de
detectar, y de hecho en algunos de los trabajos (100) no han conseguido
identificar su presencia, ni en condiciones normales ni tampoco bajo estrés
celular (69).

Una gran variedad de factores actuan como inductores de la sintesis de CLU
en las células que se ven atacadas por ellos: el estrés oxidativo,
quimioterapicos, la radiacion ionizante y ultravioleta, la deprivacion de
estrogenos o androgenos en tumores hormono-sensibles o el bloqueo del
receptor her2-neu (117,131). Esto significa que ante estimulos proapoptéticos
de diverso origen, CLU aumenta su expresion para proteger a la célula y
permitir su supervivencia. Como hemos mencionado con anterioridad, esta
funcion citoprotectora corresponde a la forma secretora de la proteina, sCLU.
En cambio, nCLU, seria la responsable, en otras circunstancias, de promover la
muerte celular (132,133). Esto nos lleva a pensar que cada forma de CLU esta
sujeta a su propia via de regulacion. Por ejemplo, los androgenos ejercen un
efecto diferencial sobre las variantes de ARNm de CLU: estimulan la expresion
de la variante 2 en lineas celulares de cancer de prostata, y en cambio inhiben
la variante 1 (134).

Pero la regulacién de CLU no depende sélo de la forma de la proteina, sino
también del tipo celular. Ademas de en las células de Sertoli (135), podemos
encontrar CLU en muy diversos tipos de células, como motoneuronas (136),
fibroblastos de la dermis (137) y células epiteliales (138), siendo su expresion
muy variable y se piensa que esto puede depender tanto de la clase de tejido

35



como de las diferentes vias de regulacién que actuarian segun las situaciones
fisiologicas o patologicas (73,111). Las investigaciones sobre la influencia de
los distintos entornos (6rganos, condiciones de estrés, estadios evolutivos...)
en los niveles y la funcién predominante de CLU han sefalado, por ejemplo, el
papel de TGF-[3. Efectivamente, este factor es capaz de regular la expresion de
CLU en funcién del tejido donde se encuentre, aumentando su expresion en
astrocitos de rata y disminuyéndola en células de musculo liso de cerdo (139).
También tiene la habilidad de promover la apoptosis por tamoxifeno en las
células MCF-7 a través de la activacion de nCLU (75).

Otros factores de crecimiento, como NGF (Nerve Growth Factor), y EGF
(Epidermal Growth Factor) (134), y citocinas, como TNF-a o las IL
(interleucinas) 1, 2 y 6, intervienen en la regulacion de la sintesis de CLU (73).
Se ha demostrado el papel de la via Wnt en la transcripcion de las variantes de
ARNm, especificamente la variante 1 o CLU34, a través del factor de
transcripcion TCF1 (101), de modo que la anulacién de Wnt en células de
cancer de colon conduce a la sobreexpresion de CLU. Otras vias que dan lugar
a un aumento en la expresion de sCLU son Jak/STAT1 (Signal Transducers
and Activators of Transcription 1) o IGF1 (Insulin-like Growth Factor-1) a través
de la via Src-Mek-Erk-EGR-1 (105). Goetz y colaboradores descubrieron que
ATM (Ataxia Telangiectasia-Mutated) actua como sensor del dafio de ADN,
siendo su activacion necesaria para que se produzca la induccion del eje
IGF1-sCLU tras la radiacién ionizante (140). Otras vias actuan como
represoras de CLU: los oncogenes Ha-Ras, mediante MEK-ERK y metilacion, y
c-myc disminuyen la expresion del gen de CLU (141).

Esta susceptibilidad de CLU para ser regulada por una amplia variedad de
moléculas, esta relacionada con los diferentes elementos presentes en la
region del promotor de CLU y que pueden regular su transcripcion como
respuesta al estrés: AP-1 (Activator Protein-1), AP-2, SP-1 (Stimulatory
Element-1), CLE (Clusterin Element), una secuencia de 14 pb muy similar a los
HSEs (Heat Shock Elements), y que de hecho es reconocida por el HSF1 (Heat
Shock Transcription Factor 1), y los sitios de unidon de TCF (T-Cell Factor), NF-
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kKB (Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y STAT1
(69,142). Existen también elementos de respuesta a los esteroides: GRE
(Glucocorticoid Response Element) y ARE (Androgen Response Element)
(105). Ademas, los dominios ricos en islas CpG indican que CLU es susceptible
de ser regulada epigenéticamente mediante metilacion del ADN (143) y

acetilacion de las histonas (144).

1.6.6 Clusterina y cancer

La capacidad de CLU para interaccionar con una gran variedad de moléculas y
para llevar a cabo multiples funciones, relacionadas con la apoptosis, la
respuesta celular a un dafo inducido, la regulacion del sistema inmune o la
adhesion celular entre otras, la convierte en una proteina critica en el estudio

del comportamiento tumoral.

Existen evidencias de la sobreexpresion de CLU en neoplasias como el cancer
de prostata (131,145), mama (86,146), laringe (147), ovario (148) y pulmdn
(91), entre otras. Sin embargo, hay datos contradictorios que apuntan a una
disminucién de CLU en las células tumorales en comparacién con las células
sanas (137,149,150). En general, la mayoria de autores coinciden en sefalar
que la supervivencia de la célula tumoral esta relacionada con la
sobreexpresion de sCLU y la pérdida de nCLU (108). Por tanto, la forma
secretada de la glicoproteina, sCLU, facilita la progresion tumoral y la
resistencia a los tratamientos oncoldgicos (Figura 12).
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Figura 12. Papel de sCLU en la progresiéon tumoral (105).
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En efecto, parece que su expresion acompafa a los casos de mayor
agresividad. Asi por ejemplo, los niveles de CLU aumentan a medida que
empeora el grado de diferenciacion tumoral (145), y niveles altos se asocian
con tumores de mayor tamarno (86) y de estadio mas avanzado (151). También
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se han obtenido datos que correlacionan su expresion con un peor prondstico
en pacientes con carcinoma renal (152), hepatocelular (153), vesical (154) y
prostatico (155). En cancer de mama, también se ha asociado la CLU
citoplasmatica con una peor supervivencia (156,157). Sin embargo, aunque en
trabajos previos de nuestro grupo se detectd una fuerte relacion de CLU con la
carcinogeénesis y la progresion de tumores de la mama, la expresion de CLU no
fue un marcador de prondstico independiente en las series estudiadas (86). De
nuevo en este punto hay autores que han encontrado resultados
contradictorios, estableciendo una asociacion entre CLU y buen prondstico en
adenocarcinoma de pancreas (95) o cancer de pulmén de células no pequefas
(158).

Respecto al CCR, se ha comunicado un aumento de esta proteina en
adenomas y adenocarcinomas (108,159), pero hasta nuestra publicacion, su
valor pronostico so6lo habia sido evaluado por Kevans y colaboradores (160),
encontrando una asociacion entre la expresion CLU y una menor

supervivencia, aunque exclusivamente para estadios Il de CCR.

Un conocimiento cada vez mayor del funcionamiento de CLU ha permitido
ensayar su uso diagnostico, como marcador tumoral, y terapéutico, como diana
de nuevas drogas contra el cancer. CLU favorece que las células sometidas a
un estrés oxidativo o dafio genético escapen de la apoptosis (Figura 13), por lo
que los tumores que la sobreexpresan se convierten en resistentes a la

quimioterapia, la hormonoterapia y la radioterapia (161,162).
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Figura 13. Escape de la apoptosis en la célula cancerosa. El predominio de la
forma secretada de CLU frente a la forma nuclear, la pérdida de ku80 y la
relocalizacion citoplasmatica de Ku70 dan lugar a la interaccién patologica de Ku70-

Bax-sCLU, que inhibe la muerte celular y favorece la progresién tumoral (110).

Cyloplasm

No apoptosis, no repair

Se han ideado oligonucleotidos antisentido que bloquean la sintesis de la
proteina, para mejorar la eficacia de los citotoxicos. En efecto, los estudios
preclinicos han mostrado como estos nuevos farmacos producen un aumento
de la apoptosis inducida por la quimioterapia convencional (163,164). En la
Universidad de Columbia Britanica han desarrollado para su uso en humanos
el custirsen (OGX-011), un inhibidor que actua sobre el exén 2 del gen de CLU,
con resultados prometedores en los ensayos clinicos fase I-Il en cancer de
pulmon (165), y prostata (166,167), que han motivado la puesta en marcha de
ensayos fase Ill (168). En el estudio SINERGY, segun los datos comunicados
en el ultimo congreso anual de la Sociedad Americana de Oncologia (ASCO),
se ha obtenido un aumento de tres meses en la supervivencia global en el
subgrupo de pacientes con peor pronostico, afectos de cancer de préstata
metastasico resistente a castracion, al asociar custirsen con docetaxel mas

prednisona (169).

En cuanto a su aplicabilidad como marcador, en el reciente trabajo de Bertuzzi
y colaboradores, encuentran niveles alterados de CLU en plasma incluso afios
antes de la deteccién del CCR, lo que puede ser de utilidad a la hora de
seleccionar poblacion de riesgo para los programas de prevencion (170). Otros
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destacan su alta sensibilidad y valor predictivo positivo para casos
especialmente agresivos de CCR cuando se determina su presencia en heces
(171). Incluso ya ha sido testada para monitorizar la respuesta a tratamientos
anti-clusterina, observandose mejor supervivencia en los pacientes en los que
se reducen los niveles séricos de CLU como respuesta al tratamiento

combinado con quimioterapia y custirsen (172).
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Objetivos

Estudiar la relacién de la clusterina con la carcinogénesis y la progresion
del cancer colorrectal. Para ello se estudiara la expresion de esta
proteina en tejido colonico normal, lesiones premalignas del colon

(adenomas), y carcinomas colorrectales.

Analizar la relacidn entre la expresion de clusterina y los factores
prondsticos clasicos, y la supervivencia de los pacientes con cancer

colorrectal.
Estudiar la posible implicacion de la actividad apoptdtica en la
carcinogénesis colorrectal y en la progresion tumoral del cancer

colorrectal.

Evaluar el significado pronéstico de la apoptosis, relacionandola con los

factores prondsticos clasicos y la supervivencia en el cancer colorrectal.
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Material y Metodos

3.1 Pacientes y muestras de tejido

Un total de 103 casos de CCR fueron incluidos en nuestro estudio. Todos
habian sido sometidos sucesivamente a reseccién quirdrgica de su tumor
primario en el Hospital Costa del Sol entre enero de 2006 y diciembre de 2007.
Se excluyeron aquellos pacientes que habian sido tratados con quimioterapia
y/o radioterapia previamente a la cirugia. Adicionalmente se estudiaron 31
muestras de adenomas colorrectales, asi como 20 muestras correspondientes

a tejido coldnico normal.

Las secciones de mucosa normal se obtuvieron de las piezas quirurgicas,
siempre de localizaciones alejadas del tumor, consideradas como normales por
los patologos. Por otra parte, las areas de los tumores para el ensayo TUNEL
fueron seleccionadas igualmente por patélogos expertos, siendo excluidas las

areas necroticas.

Todas las muestras fueron procesadas de la manera convencional: fijadas en

formol diluido al 10% e incluidas en bloques de parafina. Todos los carcinomas
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estudiados se clasificaron segun los estandares de la OMS y de la UICC/AJCC

para el grado de diferenciacion y el estadio TNM.

Los datos clinicos se obtuvieron del registro de tumores y los informes médicos

correspondientes. Se examinaron las neoplasias de 57 hombres y 46 mujeres,

con una mediana de edad en el momento de la cirugia de 70 afios (rango 45 -

91 afos).

describen en la tabla 7.

Las principales caracteristicas de los pacientes incluidos se

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes con cancer colorrectal (n = 103).

Variable Pacientes (n) %
Género
Masculino 57 55
Femenino 46 45
Edad (afios)
Mediana 70
Rango 45 - 91
Grado histoldgico
I 16 16
Il 56 54
1] 31 30
Localizacion
Ciego y colon ascendente 22 21
Colon transverso 11 11
Sigma y colon descendente 39 38
Recto 31 30
Estadio
I 16 15
Il 49 48
1] 24 23
v 14 14
Progresion tumoral
No 57 55
Si 46 45

El tiempo de seguimiento se calculd desde

la fecha del

diagnostico

anatomopatoldgico inicial hasta la fecha del ultimo contacto con el paciente,

siendo la mediana de 54 meses (rango 12 - 96 meses). El estudio recibio la

46



aprobacién del Comité Etico de Investigacion y se obtuvo el consentimiento

informado de los pacientes.

3.2 Deteccidn de apoptosis celular in situ (Ensayo TUNEL)

Para estudiar la apoptosis utilizamos Ila técnica TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End Labeling), descrita por
primera vez por Gavrieli y colaboradores (173). Este método se basa en el
marcaje in situ de los extremos 3 libres de los fragmentos de ADN generados
por las endonucleasas relacionadas con la apoptosis. Para ello usamos el kit
comercial para la deteccion de apoptosis (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania). Brevemente, las secciones desparafinadas e hidratadas
se incubaron durante 15 minutos con 20 pg/ml de proteinasa K (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos). Tras varios lavados con PBS
(Phosphate Buffered Saline), las preparaciones se cubrieron con la enzima TdT
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase) mas una mezcla de nucledtidos
marcados con fluoresceina (Reactivo Tunel; In Situ Cell Detection Kit:
Boehringer Mannheim. Alemania), a una dilucion de 1:35, durante 60 minutos y
a una temperatura de 37°C. Tras nuevos lavados con PBS, se les aplicd un
anticuerpo anti-fluoresceina, conjugado con fosfatasa alcalina. Una vez lavadas
con PBS, las preparaciones se montaron de modo convencional para poder

visualizar las células tenidas bajo la luz del microscopio.

El pretratamiento de las secciones con DNasa nos sirvio como control positivo,
mientras que la omision de la enzima del procedimiento se empleé como

control negativo.

Dos patdlogos evaluaron las muestras de forma independiente, sin que
tuvieran acceso a los datos clinico-patolégicos ni a la evolucién de los
pacientes del estudio. Los hallazgos morfolégicos establecidos para identificar
la apoptosis en las secciones de hematoxilina y eosina se emplearon en las

preparaciones tefiidas mediante TUNEL. Las células se consideraron
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apoptoticas si el area nuclear presentaba tincion en su totalidad. Los cuerpos
apoptoticos se definieron como pequefios cuerpos globulares marcados
positivamente en el citoplasma de las células tumorales, pudiendo encontrarse
de forma individual o en grupos. En total, para cada muestra se contabilizaron
hasta 1000 células y de ellas, el numero de celulas tehidas, en campos
sucesivos a gran aumento (400x), para asi calcular el indice apoptotico (lA),
expresado en forma de porcentaje. Usamos la media del porcentaje apoptotico
en nuestras muestras (1%) (rango: 0 - 6%) como el valor de corte para los

estudios de supervivencia.

3.3 Estudio inmunohistoquimico de clusterina

Se obtuvieron secciones de 4 ym de los bloques de tejido incluido en parafina y
se montaron en portaobjetos sialinizados. Posteriormente se rehidrataron
mediante pases por xilol y alcohol. La peroxidasa enddgena se bloqued
mediante la inmersion de los cortes, durante 15 minutos, en una solucion al 3%
de perdxido de hidrégeno en nitrato sodico al 0,1 N. Se us6 un anticuerpo
monoclonal anti-cadena a de CLU, 05-354 (clona 41D) (Upstate-Millipore,
Watford, Inglaterra). Se aplico a una dilucion de 1:400 y se incubd durante la
noche a una temperatura de 4°C. Luego se siguio el procedimiento estandar
para la tincién, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Dako, Glostrup,
Dinamarca). Una vez realizada la incubacion con el anticuerpo primario y tras
varios lavados con tampdn fosfato (PBS), se realizé una nueva incubacion con
el anticuerpo secundario (puente) biotinilado conjugado con peroxidasa-
estreptavidina, durante 10 minutos. Tras nuevos lavados con PBS, se utilizd
una solucién de diamenobenzidina como “revelador’ de la tincion. Una vez
contratefidas con hematoxilina acuosa y deshidratadas mediante pases por

xilol y alcohol, las preparaciones se montaron de manera convencional.

La valoracién de la expresion de clusterina, se realizé mediante la utilizacion de

los siguientes criterios:
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* Se consideraron negativas aquellas preparaciones histologicas en las
gue no se observaba tincion o esta era positiva en menos del 10% de
las células neoplasicas.

* En cambio, se consideraron positivas aquellas preparaciones en las que

mas del 10% de las células neoplasicas aparecian tefnidas.

Este anticuerpo ha sido empleado antes en otros trabajos con CCR (100,108).
La especificidad del anticuerpo se compar6 usando también en 40 muestras el
anticuerpo policlonal H-330 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA,
Estados Unidos), que reconoce todas las formas de CLU, obteniéndose los
mismos resultados. Ademas, existe una buena correlacion con los resultados
obtenidos mediante Western blot, tal como ha sido demostrado por Andersen y

colaboradores (100).

Como control positivo se usdé una muestra de cancer de mama con
sobreexpresidn conocida para CLU. Los controles negativos se obtuvieron
omitiendo la aplicacion del anticuerpo primario y continuando la realizacion de

la técnica del modo anteriormente descrito.

3.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizd con la aplicacion del
programa estadistico SPSS (SPSS. Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).

Se realiz6 analisis descriptivo utilizando media y desviacion estandar (DE) para
variables cuantitativas, y distribucion de frecuencias para las cualitativas. Para
estudiar la asociacion entre CLU y la apoptosis y el resto de variables
relacionadas con factores prondsticos del CCR, se empleod el test de Chi-
cuadrado para las variables categoricas, o en los casos en que éste no
procedia (resultados esperados inferiores a 5 en mas de un 20% de los casos)
mediante el test de Fisher. La comparacion de medias respecto a una variable
cualitativa dicotomica, se llevo a cabo mediante el test de la T de Student, una
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vez comprobada la normalidad de la variable cuantitativa y la homogeneidad de
la varianza. En los casos en los que no se cumplia esta condicion se procedio
a la transformacion de la variable o al uso de test no paramétrico (test U de
Mann-Whitney). Para la comparacion entre variables continuas y variables
cualitativas con tres o mas categorias, se empled el analisis de la varianza
(ANOVA), utilizando variantes paramétricas en caso de n = 30 por grupo, o en

caso contrario, variante no paramétrica.

Las variables que mostraron un valor prondstico con un nivel de significancia
en el analisis univariante (p < 0.10), se introdujeron en el analisis multivariante,
donde mediante la regresion de Cox se determiné el Hazard Ratio (HR) con
respectivo intervalo de confianza al 95% (IC 95%). La supervivencia libre de
progresion (SLP) se calcul6 desde la fecha del diagnostico hasta la fecha de la
progresion o de la muerte por cancer; los pacientes vivos sin recidiva se
censuraron en la fecha del ultimo seguimiento. La supervivencia global (SG) se
calcul6 desde la fecha del diagndstico hasta la fecha de la muerte por cancer.
Para su estimacion se uso el método de Kaplan-Meier, y las curvas de
supervivencia fueron comparadas mediante el test de Log-rank. En los
diferentes analisis se establecio el nivel de significacion estadistica en p < 0.05.
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Resultados

4.1 Expresion de clusterina

Tal como hemos descrito, realizamos estudios de inmunohistoquimica para
comprobar la expresién de CLU en el tejido colonico y saber si su expresion se

relaciona con la transformacion neoplasica.

Respecto al estadio tumoral, en el momento de la reseccion quirurgica del
tumor primario, el 15% de los pacientes presentaba un estadio | de CCR, el
48% tenia un estadio Il, el 23% un estadio Ill y el 14% restante padecia un
estadio IV de la enfermedad.

Observamos que CLU no estaba presente en el epitelio normal, siendo
expresada solamente por células estromales y endoteliales en las muestras

sanas de tejido colodnico.

En cambio, si se detectd expresion de CLU en las lesiones adenomatosas, que
fueron inmunopositivas en el 16% de las muestras (5 / 31), sin que se
encontraran diferencias entre los adenomas pequeinos y los de mayor tamafio

(10 mm versus >10 mm). Este porcentaje de positividad para CLU fue aun
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mayor en las muestras correspondientes a los carcinomas colorrectales. De los
103 casos, 31 (30%) marcaron positivamente para la expresion de CLU (Figura

14), siendo la localizacion de la tinciéon frecuentemente apical.

En nuestro estudio no detectamos CLU nuclear, ni en los adenomas ni en los

carcinomas.

Figura 14. Estudio inmunohistoquimico de clusterina. El epitelio normal no
expresd clusterina. Las células endoteliales y algunas células estromales fueron
inmunorreactivas para clusterina (A). Inmunopositividad citoplasmatica de clusterina
en adenoma (B) y carcinoma (C).
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Por otra parte, al analizar la correlacion de CLU con los factores clinico-

patoldgicos, observamos que los niveles de expresion de CLU no se

correlacionaron con la edad, el género, el grado histoldgico, o el estadio

tumoral (Tabla 8).

Tabla 8. Correlacion de la expresion de clusterina con los factores clinico-

patolégicos.
Variables N° expresion de clusterina (%) p
Negativa Positiva
Género p=0.94
Masculino 40 (39) 17 (16)
Femenino 32 (31) 14 (14)
Edad p=0.14
<70 afos 41 (40) (12)
>70 afios 31 (30) (18)
Grado p=0.18
I 12 (12) 4 (4)
Il 35 (34) 21 (20)
1] 25 (24) 6 (6)
Estadio p=0.16
[+l 44 (43) 21 (20)
H=+1Vv 28 (27) 10 (10)
Recidiva p=0.02*
No 45 (44) 12 (12)
Si 27 (26) 19 (18
*p <0.06.

4.2 Valor pronéstico de clusterina

En nuestra serie, la recidiva o progresion tumoral tuvo lugar en 46 de los 103

casos, siendo mas frecuente en el grupo de tumores CLU+ (19/31, 61%), en

comparacion con el grupo CLU- (27 /72, 37%), alcanzando esta diferencia la

significacion estadistica (p = 0.020) (Tabla 8).
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4.2.1 Clusterina y supervivencia libre de progresiéon

Para determinar si CLU se correlaciona con el prondstico de los pacientes con
CCR, analizamos la asociacion entre la expresion de CLU y la supervivencia
libre de progresion (SLP). Encontramos que aquellos pacientes con tumores
que expresaban CLU tenian una SLP significativamente mas corta que los que
no expresaban CLU. Los tumores CLU+ presentaron una SLP a 5 afos del 35
+ 9%, y los CLU- del 57 £ 7%; p = 0.03, test log rank. La figura 15 muestra las
curvas de Kaplan-Meier para la SLP, comparando la inmunorreactividad
positiva y negativa para CLU.

Figura 15. Supervivencia libre de progresiéon de los pacientes agrupados segun
la expresion de clusterina. La supervivencia de los pacientes con tumores que
expresan clusterina (linea gruesa) es significativamente mas corta que la de los
pacientes con tumores que no expresan clusterina (linea delgada).
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Estudiamos el valor prondstico independiente de la expresion citoplasmatica de
CLU mediante el analisis multivariante, siguiendo el modelo de riesgo
proporcional de Cox (Tabla 9).
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Tabla 9. Analisis multivariante de la supervivencia libre de progresién.

Variable Hazard Ratio 95% CI p
Estadio TNM 2.20 1.13-4.29 0.020
CLU 2.01 1.03-3.90 0.038

Tanto la expresion de CLU como el estadio tumoral fueron factores prondésticos
independientes para la SLP. Asi, la positividad para CLU se asocio
significativamente con una mayor tasa de recidiva, con un Hazard Ratio (HR)
de 2.01 (IC 95%: 1.03 - 3.90). Como podiamos esperar, un estadio tumoral
avanzado también se relacioné con una peor SLP (HR 2.20; IC 95%: 1.13 -
4.29).

4.2.2 Clusterina y supervivencia global

Los tumores que fueron CLU+ también presentaron cifras de SG algo inferiores
a las de los tumores CLU- (SG a 5 afios: 60% vs 68% respectivamente),

aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

4.3 indice apoptoético

Mediante el método TUNEL cuantificamos la apoptosis en el tejido colonico y
estudiamos la relacién entre la frecuencia de la apoptosis y la tumorigénesis
colorrectal. La tasa de células apoptéticas hallada en los carcinomas (media
1.09 £ 0.13) fue superior a la de los adenomas (media 0.38 + 0.23, p = 0.059),
y significativamente superior a la de la mucosa sana (media 0.06 + 0.04, p =
0.001) (Figura 16).
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Figura 16. Apoptosis detectada mediante TUNEL. En la mucosa normal las células
tefiidas fueron escasas (A), aumentaron en los pdlipos adenomatosos (B) y
especialmente en los adenocarcinomas de colon (C). Magnificacién, 200x (A), 400x
(B, C).

Estos hallazgos nos indican que, efectivamente, la apoptosis juega un papel en

la transformacién neoplasica en el CCR.

Con respecto al estadio tumoral, encontramos que los IAs fueron mucho mas
elevados en los casos metastasicos (estadio IV) que en los localizados
(estadios I, Il y Ill), con p = 0.017. En este caso, las tasas apoptoéticas tampoco
se correlacionaron con el género, la edad de los pacientes o el grado de

diferenciacion tumoral.
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4.4 Valor pronéstico del indice apoptético

4.4.1 Apoptosis y supervivencia libre de progresion

Al analizar la asociacion entre el IA y la SLP pudimos demostrar que los
pacientes con tumores con mayor IA (>1%) tenian una SLP significativamente
inferior que los de IA menor (p = 0.020). En la figura 17 podemos ver las curvas
de Kaplan-Meier para la SLP, comparando |A alto frente a |IA bajo. La SLP a 5
afnos vario dependiendo del valor del IA. Asi, para un IA bajo, la SLP a 5 afos
fue de 61.8 + 8.1%, mientras que para un IA alto (> 1%) fue de 28.5 + 9.6%,
con p = 0.020.

Figura 17. Supervivencia libre de progresion segun el indice apoptético (IA). La
supervivencia de los pacientes con tumores que presentan |As altos (linea roja) es
significativamente inferior a la de los pacientes con tumores con IAs bajos (linea azul).
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En el analisis multivariante, el IA también fue un factor prondstico
independiente para la SLP. Un IA alto se asocié significativamente con un
aumento en la tasa de recidiva, con un HR de 2.03 (IC 95%: 1.04 - 4.14). De
nuevo, el estadio tumoral avanzado se asocio con una peor SLP (HR 2.48; IC
95%: 1.10 - 5.59). En el analisis por estadios, observamos que un IA alto se
relacion6 con una SLP mas corta en los casos con enfermedad mas avanzada
(estadios Ill y IV) (p = 0.004) (Figura 18). En cambio, esta asociacion no estuvo

presente en los estadios mas tempranos.

Figura 18. La supervivencia libre de progresiéon de los pacientes con tumores en
estadio avanzado (estadios lll y IV) segin indice apoptético (IA). Los pacientes
con |As altos (linea roja) presentan supervivencias mas cortas que aquellos con |As
bajos (linea azul).
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4.4.2 Apoptosis y supervivencia global

Un IA bajo se asocio con una SG mas prolongada (SG a 5 afios: 74.6 £ 8.8%),
mientras un |IA alto se correlaciond con un prondstico desfavorable (SG a 5
anos: 43.7 £ 11.9%, con p = 0.027). En el analisis multivariante, encontramos
que tanto el IA como el estadio tumoral fueron factores prondsticos
independientes para la SG, con HR de 2.18 (IC 95%: 1.08 - 4.37) y 2.41 (IC
95%: 1.20 - 4.85), respectivamente.
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Discusion

5.1 Clusterina

Varios estudios clinicos y experimentales han demostrado el importante papel
de CLU a la hora de inhibir la muerte celular apoptética (122,174) y otros han
comunicado la sobreexpresion de CLU en neoplasias, observada mediante
inmunohistoquimica. La mayoria de ellos ha sefalado la sobreexpresion
citoplasmatica de CLU en las células tumorales como un hallazgo relevante
(86,95,145,159).

En CCR, algunos trabajos han encontrado una disminucion en la expresion de
CLU (175), aunque para llegar a esta conclusion, Chen y colaboradores se
limitaron a comparar las muestras tumorales y sanas pareadas de 10 pacientes
con cancer de colon en estadio Ill. Predominan, al igual que en las neoplasias
en general, los autores que sefalan que esta proteina se encuentra elevada en
adenomas y carcinomas (108,151,159). Un primer estudio, obtuvo niveles de
ARN de CLU progresivamente mayores desde los microadenomas a los
carcinomas invasores desarrollados en el intestino delgado de ratones Min

(159). También analizaron 6 muestras de tejido colonico humano procedentes
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de biopsias endoscopicas, incluyendo tejido normal, adenoma y carcinoma (en
una muestra). Los adenomas tubulares y vellosos mostraron niveles altos de
CLU, mientras que en los pdlipos hiperplasicos la expresion de CLU fue débil.
Posteriormente, el equipo de Pucci, estudido 30 casos, incluyendo material de
biopsias y de resecciones quirurgicas (108). Encontraron tincién nuclear para
CLU tanto en el tejido normal como en adenomas, pero esta fue inexistente en
los carcinomas. La tincidbn citoplasmatica aumenté su intensidad
progresivamente desde el tejido sano al tumoral, especialmente en los tumores
metastasicos. El numero de pacientes contemplado fue superior en el trabajo
de Xie y colaboradores, con 85 CCRs resecados en el Hospital de la
Universidad china Sun Yat-Sende, de estadios Il, Il y IV (151). En esta
ocasion, disponemos de los porcentajes de las muestras con sobreexpresion
de CLU, similares a lo hallado por nosotros: 17% en adenomas, 46% en
tumores primarios y 57% en tumores metastasicos, tomando como referencia la
expresion de CLU en la mucosa normal (con indices de tincion de 0 a 6).
Tampoco detectaron una correlacién con la edad, el género o la localizacion

del tumor primario, sélo con el estadio tumoral avanzado.

Ademas, el significado prondstico de la sobreexpresion de CLU ha sido
escasamente investigado hasta el momento. De hecho, s6lo un trabajo habia
presentado resultados que asociaran CLU con prondstico en CCR (160) con
anterioridad a la publicacion de nuestro estudio (176), aunque en el trabajo de
Kevans y colaboradores sélo se abordaron los estadios Il. Ellos analizaron las
diferencias en SG en este estadio segun la expresion de CLU (en cuanto a
porcentaje e intensidad de la tincion, a nivel epitelial y estromal), si bien no

comunicaron datos de SLP.

Esto nos motivo a confirmar el papel de CLU en la carcinogénesis colorrectal,
examinando no solo tejido normal y adenomas, sino también una amplia serie
de carcinomas, y también analizar la influencia de la expresion de CLU en la
supervivencia de estos pacientes. En nuestra serie, CLU no estuvo presente en
los tejidos normales, pero en adenomas se encontré en un 16% y en células

tumorales del colon hasta en un 30% de los casos, de forma similar a lo
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detectado en otras series (100,151), pero en el trabajo de Andersen la tincidon
citoplasmatica para CLU fue superior en adenomas (60%) que en carcinomas
(20% en tumores primarios y 18% en metastasis hepaticas) (100). Como
hemos mencionado, otros dos trabajos previos también observaron el aumento
progresivo de la expresion de CLU en la secuencia adenoma-carcinoma
(108,151). Nuestros hallazgos sugieren que la hiperregulacion de CLU esta
implicada en la tumorigénesis colénica desde el tejido normal a lesiones
premalignas y malignas, tal como nuestro grupo investigador ha descrito para
otras localizaciones (86,87).

No detectamos la presencia de CLU en el epitelio normal del colon. De hecho,
los estudios previos han encontrado una expresién de CLU en el epitelio
normal escasa o inexistente (100,151,159). Sin embargo, Pucci y
colaboradores (108) observaron la expresiéon de CLU nuclear en las células
epiteliales normales. Tanto en nuestro trabajo como en el de Andersen y
colaboradores (100), se empled para el analisis el mismo anticuerpo que fue
aplicado en el trabajo de Pucci y colaboradores (108). Los motivos para tal
discrepancia no se conocen, aunque se sabe que la deteccion de nCLU puede
no ser facil, dado que que las células en las que predomina nCLU estan
condenadas a morir rapidamente, y por tanto a desaparecer (177).

El hallazgo de CLU en los pdlipos adenomatosos indica que la hiperregulacion
de CLU ocurre muy precozmente en las neoplasias humanas del colon. Por
otro lado, la expresion de CLU en el citoplasma de las células tumorales y en
las cavidades intercelulares sefiala que CLU es secretada por las células
tumorales. La localizacion citoplasmatica apical ha sido observada en otros
estudios en CCR (100,151,159).

Pocos trabajos han comunicado una relacion entre la expresion de CLU vy la
supervivencia en tumores humanos. Cabia esperar que los tumores que
expresaran CLU tendrian una tendencia a presentar un peor curso clinico que
aquellos que no la expresan. Y de hecho, la mayoria de los estudios que han
analizado la supervivencia de neoplasias CLU+ y CLU- han correlacionado la
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positividad para CLU con un peor pronéstico (152—-157). No obstante, también
se ha comunicado un curso favorable (95,158). Se piensa que es posible que
CLU ejerza diferentes papeles en funcién de los distintos tejidos o de las
formas particulares de CLU que sean detectadas. En el presente estudio,
encontramos que la expresion de CLU se asocia de forma significativa con la
disminucién de la SLP entre los pacientes con CCR, constituyendo un factor
prondstico independiente para la SLP. Estos resultados son similares a los
obtenidos por el grupo de Kevans en estadios Il de CCR (160), confirmandose
que la expresion de CLU en el CCR se asocia con supervivencias inferiores.

La determinacion de CLU podria ayudar a identificar aquellos pacientes con
mayor riesgo de recidiva tumoral, y por tanto subsidiarios de beneficiarse de
tratamientos mas intensivos. Ademas, el subgrupo de CCRs positivos para
CLU puede constituir una poblacién seleccionada candidata a terapias dirigidas
contra CLU. De esta forma, el gen de CLU se convierte en una potencial diana
terapéutica en el abordaje del CCR, tal como lo demuestran los estudios con
oligonucledtidos antisentido que inhiben la expresion de CLU y producen un
aumento en la tasa de apoptosis inducida por los tratamientos quimioterapicos
convencionales (163—-167,169).

5.2 Apoptosis

Como hemos descrito, la homeostasis en el tejido normal se mantiene gracias
al balance entre proliferacion y apoptosis, procesos bioldgicos que tienen
predileccion por determinadas localizaciones dentro de la cripta intestinal. Una
explicacion para estos patrones de distribucidn reside en el papel de la muerte
celular programada para el control del dafio genético. La eliminacién de células
con mutaciones en su ADN, a través de la apoptosis, evita la replicacién y
expansion de estas células. Esta funcidn protectora explica por qué
encontramos mas apoptosis en los tumores que en los tejidos sanos, ya que

estos |As elevados representan los intentos fisiologicos por eliminar
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alteraciones genéticas que son frecuentes en las células neoplasicas. Es cierto
que las células tumorales son capaces de desarrollar mecanismos para
escapar de la apoptosis y convertirse en inmortales. Pero si solo aquellas
células neoplasicas con mutaciones que inhiben la apoptosis sobreviven y
continuan proliferando, entonces la apoptosis sirve para seleccionar los

especimenes mas agresivos para formar parte del tumor.

Ademas del dano genético, otros factores, como la falta de nutrientes, de
factores de crecimiento o un déficit en el aporte de oxigeno, también pueden
estimular la muerte celular programada. Sabemos que la hipoxia es un hallazgo
comun en la mayoria de tumores solidos, porque las neoplasias de rapida
proliferacion a menudo sobrepasan la capacidad de los vasos existentes para
proporcionarles oxigeno. Las células malignas tienen pues, que adaptarse a
su microambiente, lo que les confiere un fenotipo mas resistente, aumentando

el riesgo de progresion tumoral (56,178).

Como vemos, la relacién entre muerte celular y carcinogénesis es estrecha.
Otros autores han sugerido otra conexion entre ambos procesos. Han
observado que las células apoptoticas pueden ejercer un efecto en el
microambiente tumoral y en la respuesta inmune del estroma asociado, lo que
da lugar a la activacién de la progresion tumoral (179). La caspasa-3, un
marcador de apoptosis, ha sido propuesta como la sefnal clave mediante la cual
las células tumorales apoptodticas estimulan el crecimiento y la supervivencia

del resto de células tras la accion de la radioterapia (180).

Por todo ello decimos que proliferacion y apoptosis son procesos intimamente
asociados. Sin embargo, mientras sabemos que la proliferacién celular
aumenta gradualmente con la progresion neoplasica, los estudios que hasta la
fecha han intentado clarificar si el mismo fenébmeno tiene lugar con la apoptosis
han dado lugar a resultados discordantes. Para algunos, la fuente de estas
discrepancias podria estar en la falta de uniformidad a la hora de seleccionar y
preparar los tejidos, lo que influiria en las variables pre-analisis, especialmente
en cuanto al tiempo de isquemia fria y el proceso de fijacion en formol (181).
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Ademas, los distintos métodos empleados en la deteccion de la apoptosis
podrian influir en los datos obtenidos. Pero de todas formas,
independientemente del método seleccionado, la mayoria de autores coinciden
en apuntar a un aumento del IA durante el curso de la progresion desde la
mucosa normal al adenoma y finalmente el carcinoma, y, cuando se han
comparado entre si, se ha demostrado una buena correlaciéon entre los
diferentes métodos, como el anticuerpo M30 o la caspasa-3 (57,61-63,182). A
esto hay que afadir que el principal articulo que comunicoé un descenso en el
IA de mucosa normal a carcinoma (60), adolece de ciertas limitaciones

metodoldgicas, tal como sefialo el grupo de Koornstra (181).

Nuestros hallazgos confirman claramente que la activacion de la muerte celular
programada esta implicada en el proceso de carcinogénesis colorrectal que
transforma los tejidos normales en lesiones premalignas y malignas. Este
aumento progresivo de la tasa apoptotica a lo largo del desarrollo tumoral se ha
observado no soélo en el CCR, sino también en neoplasias de otros origenes.
Nuestro grupo de investigacion ya evidencié que los I1As son mas altos en las
metastasis ganglionares que en los carcinomas primarios de mama (183).
Otros autores han visto como el IA también se correlaciona de forma positiva
con el grado patoldgico en los gliomas (184). También se ha demostrado una
elevacion del IA en la carcinogénesis del endometrio (185) o del pulmon (186);
observandose que el IA aumenta paralelamente al grado de displasia. Y en
pacientes asiaticos, los investigadores han encontrado menos apoptosis en las
muestras de cancer de estomago procedentes de estadios precoces de la
enfermedad, en comparacion con las de estadios avanzados (187,188).

Una vez que ha quedado demostrada la participacion de la apoptosis en la
carcinogeénesis, el siguiente paso logico seria analizar la asociacion entre la
apoptosis y el pronostico de los pacientes. Esto ha sido testado tanto en CCR
como en otras neoplasias (189,190). Pero los estudios que han intentado
descifrar el significado prondstico del IA en CCR han arrojado resultados poco
concluyentes. Varios trabajos hablan de un prondstico adverso en casos con

apoptosis reducida, algunos de ellos encontrando esta asociacién sélo en
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carcinomas de colon distal (191). Pero los trabajos mas recientes sugieren una
relacion inversa entre |A y supervivencia (64,65,192).

Dado que proliferacién y apoptosis estan intimamente relacionadas, no seria
extrafio descubrir que, en comparacién con los tumores de curso mas
indolente, los mas agresivos son mas proliferativos y también presentan |As
mas altos. De hecho, tanto el grupo de Watanabe (193) como el de Evertsson
(194) observaron un aumento en la actividad apoptoética y proliferativa durante
el curso de la progresion tumoral desde estadios tempranos a avanzados de
CCR. La misma conclusién fue alcanzada en un estudio de cancer rectal por
Kim y colaboradores (195); estos investigadores también encontraron una
asociacion entre apoptosis e invasion linfatica. Recientemente, patoélogos de la
Cleveland Clinic que investigaban la relacién entre las mutaciones de KRAS y
el pronostico del CCR, hallaron que dichas mutaciones aceleran el recambio
celular, lo que estimula tanto la mitosis como la apoptosis y esto a su vez se

relaciona con una peor supervivencia (196).

También se han utilizado otros marcadores para analizar la relacion entre
apoptosis y supervivencia. Por ejemplo, se ha evaluado el significado
prondstico de la caspasa-3, aunque con resultados variables (179,197,198).
Cuando el que se ha empleado ha sido el anticuerpo M30, de nuevo se ha
observado una menor supervivencia para |IA altos (199,200).

En nuestro estudio, publicamos que un IA alto se asocia de forma significativa
con una disminucion en la SLP y en la SG de los pacientes con CCR invasor.

Hasta donde sabemos, era la primera vez que se comunicaban estos datos.

Ademas, como cabria esperar, el |IA fue superior en los estadios mas
avanzados de la enfermedad, en consonancia con resultados similares que han

sido previamente publicados (194,201).

Por tanto, la tasa de apoptosis aumenta a medida que el tumor progresa.
Incluso dentro de los estadios mas avanzados de la enfermedad, un IA alto se
asocia con una SLP mas corta. Es decir, la determinacion del |A en estadios IlI
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y IV puede indentificar aquellos pacientes en los que cabria esperar un peor
prondstico y que podrian beneficiarse de esquemas de quimioterapia mas

intensivos.

Si bien el tamafo muestral empleado es limitado, ha sido suficiente para
identificar el valor prondstico de apoptosis, siendo uno de los trabajos sobre
deteccion de apoptosis en CCR con mas pacientes incluidos (revisado por
Koornstra et al. 2003). Por otra parte, la heterogeneidad de los casos
seleccionados, permite que estén representados todos los estadios de CCR, lo
que favorece la generalizacion de los resultados, aunque como hemos visto, el
IA tuvo mas capacidad para discriminar dos grupos de diferente prondstico en
los estadios Ill y IV. Esto nos ha motivado a seguir investigando en un grupo de

pacientes mas homogéneo, seleccionando para ello estadios mas avanzados.

En resumen, nuestro trabajo demuestra un aumento de la apoptosis durante la
carcinogeénesis colorrectal y una marcada relacion entre el 1A y la supervivencia
en el CCR. Esto hace del IA un factor prondstico independiente en el CCR que
puede ayudar a guiar las decisiones terapéuticas. Asimismo, las moléculas
implicadas en el proceso de apoptosis y las vias de sefalizacion
antiapoptoticas representan marcadores diagndésticos y dianas terapéuticas en
potencia.
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Conclusiones

12) La expresion de clusterina aumenta progresivamente a lo largo de la
secuencia tejido sano-adenoma-carcinoma, lo que sugiere un papel

relevante en la carcinogénesis colorrectal.
2?) La sobreexpresion de clusterina se asocia con un peor pronostico de
los pacientes con cancer colorrectal, por lo que nos permite identificar a

pacientes con tumores de comportamiento mas agresivo.

3?) El aumento de la actividad apoptética es un evento frecuente en la

carcinogeénesis colorrectal y en la progresion tumoral.

42) Un indice apoptotico elevado se asocia con tumores colorrectales

mas agresivos y con peor supervivencia.
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