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RESUMEN

La hemo oxigenasa-1 (HO-1) es una proteina antioxidante implicada en la progresién de
tumores, las metdstasis y la resistencia a la terapia. La expresion elevada de HO-1 se asocia con el
fenotipo stem en varios tipos de cdncer, aungue este aspecto ain no se ha estudiado en el cdncer
colorrectal (CCR). Utilizando un modelo in vitro, demostramos que la sobreexpresién de HO-1 regula el

fenotipo stem y la resistencia al tratamiento con 5-FU, independientemente del p53.

En muestras de los pacientes con CCR, la expresion de HO-1 y ECE-1 se correlaciona
significativamente, y p53 no influyé en este resultado. El CO activd la via ECE-1 / ET-1, que podria
explicar los efectos protumorales de HO-1 en las células de p53 salvaje, como se demostrd después del

tratamiento con bosentan (un antagonista de los receptores de endotelina-1 ETAR y ETBR).

Sorprendentemente, en células con p53 inactivo o p53 mutado con ganancia de funcién, la
ET-1 producida por ECE-1 actué como una molécula protectora, ya que el fratamiento con bosentan
condujo a una mayor eficiencia para la formacién de esferas y el porcentaje de CSC. marcadores. En
estas células, HO-1 podria activar o desactivar ciertas rutas desconocidas que podrian inducir estas
respuestas contrarias al bosentan, aunque se necesitan mds investigaciones para confirmar estos
resultados. Los pacientes que presentan tumores con alta expresion de HO-1 y ECE-1 y un p53 de tipo
no salvaje deben considerarse para terapias basadas en HO-1 en lugar de terapias basadas en

antagonistas de ET-1.



SUMMARY

Heme oxygenase-1 (HO-1) is an antioxidant protein implicated in fumor progression, metastasis,
and resistance to therapy. Elevated HO-1 expression is associated with stemness in several types of
cancer, although this aspect has not been yet studied in colorectal cancer (CCR). Using an in vitro
model, we demonstrated that HO-1 overexpression regulates stemness and resistance to 5-FU

freatment, regardless p53.

In samples from CRC patients, HO-1 and ECE-1 expression correlates significantly, and p53 had
no influence on this result. CO activated the ECE-1/ET-1 pathway, which could account for the
protumoral effects of HO-1 in p53 wild-type cells, as demonstrated after treatment with bosentan (an

antagonist of both ETRA and ETRB endothelin-1 receptors).

Surprisingly, in cells with a non-active p53 or a mutated p53 with gain-of-function, ECE-1-
produced ET-1 acted as a protective molecule, since treatment with bosentan led to increased
efficiency for spheres formation and percentage of CSCs markers. In these cells, HO-1 could activate or
inactivate certain unknown routes that could induce these contraries responses to bosentan, although
more research is warranted to confirm these results. Patients carrying out tumors with high expression of
both HO-1 and ECE-1 and a non-wild-type p53 should be considered for HO-1 based-therapies instead

to ET-1 antagonists-based ones.
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INTRODUCCION

1. ADENOCARCINOMA COLORRECTAL

El cdncer colorrectal (CCR) es la tercera neoplasia mds comun y constituye la cuarta causa de
muerte por cdncer en los paises desarrollados. Su incidencia, el prondstico y la necesidad de
estrategias terapéuticas individualizadas conducen a que las investigaciones sobre él son una de las
dreas de oncologia con el desarrollo mds dindmico (Parilla y cols., 2009; Ferlay y cols., 2014; Weiser y
Saltz, 2015; Porru y cols., 2018).

La etiopatogenia del CCR es multifactorial y se considera que es el resulfado de una

combinaciéon de factores genéticos y ambientales.

Los factores asociados a un riesgo elevado de cdncer colorrrectal son la historia familiar o
personal de pdlipos adenomatosos o de cdncer CCR (15-20% de los casos), la enfermedad
inflamatoria intestinal, los sindromes de CCR hereditario (enfermedad de Lynch 5%, PAF 1%) y la edad
mayor de 50 aios. No obstante, la mayoria de los cdnceres colorrectales (casi las dos terceras partes,
aproximadamente 75-80% de todos los casos) aparecen en personads sin ningun factor identificado que
claramente favorezca su desarrollo. Estos tumores en pacientes sin la predisposicidn conocida se

llaman tumores esporddicos (Parilla y cols., 2009; Mordn y cols., 2010; Weiser y Saltz, 2015)).
1.1. INCIDENCIA Y EPIDEMIOLOGIA
1.1.1. Edad y sexo

El CCR es la tercera neoplasia mds comun en los hombres (por detrds del cdncer de pulmdn y
el de préstata), la segunda de las mujeres (después del de mama) (Parilla y cols., 2009; Weiser y Salltz,
2015; Sancho-Muriel y cols., 2017). Se calcula que es el cuarto cdncer mds mortal después del cdncer
de pulmdn, higado y estdbmago en los paises desarrollados y la segunda a nivel mundial (Ferlay y cols.,
2014; Porru y cols., 2018; GLOBOCAN 2018).

El riesgo de CCR incrementa con la edad, la edad media de aparicién es de setenta afos y a

partir de esta edad se diagnostican la mayoria de los casos.

Es el tipo mds frecuente de neoplasia entre las personas de mds de setenta y cinco anos de
edad, y en todos los paises es mds frecuente en los hombres que en las mujeres (Sandler, 1996; Parilla y
cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

11



Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, both sexes, all ages

ung
093 876 (11.6%)

Breast
2088 849 (11.6%)

Other cancers

8323 793 (46%)
Colorectum
1849 518 (10.2%)
Prostate
1276 106 (7.1%)
Stomach
1033 701 (5.7%)
Oesophagus Liver
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)
Total : 18 078 957
Data source: Globocan 2018 Intomatonl Agency for Research on Cancer
Graph production: Global Cancer @3‘#’" Festh

Observatory (http://gco.iarc.fr)

Figura 1. Incidencia mundial del CCR segun la Organizacién Mundial de la Salud.
* Extraido de GLOBOCAN 2018 (http://gco.iarc.fr).

Estimated number of deaths in 2018, worldwide, all cancers, both sexes, all ages

Lung
1761007 (18.4%)

Other cancers

3781 406 (39.6%)
Colorectum
880 792 (9.2%)
Stomach
782 685 (8.2%)
Pancreas Liver
432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)
Oesophagus Breast
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)
Total : 9 555 027
Data source: Globocan 2018 narmatona Agecy fo Ressarchon Canar
Graph production: Global Cancer @)5‘3;5- estn

Observatory (http://geoiarc.fr)

Figura 2. Mortalidad mundial por CCR segun la Organizacién Mundial de la Salud.
* Extraido de GLOBOCAN 2018 (http://gco.iarc.fr).
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Se estima que la incidencia mundial del CCR es de aproximadamente un millén cuatrocientos
mil personas al aio lo que conlleva mds de 694.000 muertes anuales (Weiser y Saltz, 2015, Parkin y cols.,
2005; Porru y cols., 2018). Estas cifras son incluso mds altas segin el registro GLOBOCAN de la
Organizacién Mundial de la Salud. En Espana se diagnostican 37.000 nuevos casos anuales y es la
segunda causa de muerte (aproximadamente 17.000 casos al aio), detrds del cdncer de pulmdn. Se
estima que el riesgo general en la poblacién espanola de padecer CCR a lo largo de su vida es del
3.5% (Ferlay y cols., 2007 y 2014; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015; Porru y cols., 2018; GLOBOCAN
2018).

1.1.2. Factores ambientales

La incidencia del CCR difiere entre paises. Las tasas mds elevadas se observan en los paises
desarrollados y mds bajas en Europa de Este, Asia, Africa y Sudamérica. En Europa, el nimero de
nuevos casos se estima en aproximadamente 400.000 al ano con al menos 200.000 muertes por esta
causa. En EE.UU. el nUmero de casos y la mortalidad es mds elevada entre las personas de raza negra,
seguidos de los de raza blanca, luego de origen latino y de los orientales. Estas diferencias asociadas a
las distintas cicruncstancias culturales, sociales y econdmicas, junto a la modificacién de la indicencia
de la enfermedad en los inmigrantes, la relacién con una dieta rica en grasa, la ingesta de alcohal, el
tabaquismo vy la vida sedentaria hacen probable un impacto de los factores ambientales (Kolonel y
cols., 1982; Akerley y cols., 1993; Jessup y cols., 1996; Ferlay y cols., 2007; Parilla y cols., 2009; Weiser y
Saltz, 2015; Na y Lee, 2017).

Una baja actividad fisica y un aumento de la masa corporal, tanto en las mujeres como en los
hombres se asocian con mayor riesgo de padecer CCR (Le Marchand, 1997; Yiu y cols., 2004; Weiser y
Saltz, 2015).

El colon es un érgano expuesto de forma constante a las sustancias ingeridas y producidas por
la digestion. Es dificil determinar con certeza cudles son los componentes de la dieta que disminuyen o
aumentan el riesgo de CCR. Aunqgue los estudios necesarios para confirmar el papel de la dieta son
dificiles de llevar a cabo y estdn limitados por ser solamente observacionales, se supone que las
personas sin factores de riesgo de CCR que consuman una dieta alta en fibra, frutas y vegetales y baja
en grasa de origen animal y carnes rojas, tendrdn un riesgo menor (Parilla y cols., 2009; Helmus y cols.,
2013; Alexander y cols., 2015; Weiser y Saltz, 2015; Turner y Lloyd, 2017; Ma y cols., 2018).

Por ofro lado, en estudios experimentales y epidemioldgicos, se ha demonstrado el papel que
ocupa el calcio en la prevencion de CCR. El calcio es un agente quelante de las sales biliares y tiene
influencia directa en la proliferacién de la mucosa. Hay suficiente evidencia de que la suplementacion
crénica de calcio en la dieta disminuye el riesgo de recidiva trds la reseccidon endoscdpica de pdlipos
de colon y un descenso en el riesgo de CCR en la poblacién con una ingesta mayor de calcio, lo que
se demostrd en un estudio realizado sobre una poblacion de 500.000 personas (Baron y cols., 1999;

Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015; Irving y cols., 2018).

El siguiente factor posiblemente implicado es el dcido fdlico. Es imprescindible para la

metilacion normal del ADN vy la deficiencia se asocia a una alteracién de la sintesis del mismo y un

13



aumento del cdncer. Los estudios demostraron que alta ingesta de esta vitamina supone una

reduccion del 20% de riesgo de CCR (Compton y cols., 2000; Parilla y cols., 2009; Chau y cols., 2016).
1.1.3. Factores genéticos

El aumento de la incidencia del CCR en los familiares de los pacientes diagnosticados de este
tipo de neoplasia sugiere la importancia de los factores hereditarios, aunque tras realizar estudios de
riesgo para esta enfermedad en gemelos mono- y heterocigdticos se ha observado que los factores
ambientales contribuyen en mayor proporcién que los factores genéticos hereditarios (Parilla y cols.,
2009).

Las células neopldsicas son células anormales con crecimiento no controlado y son capaces
de evitar la muerte y el envejecimiento; aparecen como resultado de la inestabilidad cromosdémica
del genoma (CIN, via supresora, responsable del 80% de los tumores) o de la inestabilidad de
microsatélites (MSI, microsatellite instability, deficiencia del sistema reparador del ADN, via mutadora)

(Ribic y cols., 2003; Mordn y cols., 2010; Sargent y cols., 2010; Weiser y Saltz, 2015; Porru y cols., 2018).

Generalmente el CCR se asocia con fres tipos de alteraciones genéticas: alteraciones de los
oncogenes (KRAS, NRAS, BRAF), de los genes supresores de tumores (APC, DCC, p53, MCC, SMAD2,
SMAD4) - ambas vias pertenecen al CIN - y de los genes relacionados con la reparacién del ADN
(MLH1, MLH2, MSH2, MSH3, MSHé, PMS1, PMS2) (Fearon y Vogelstein, 1988 y 1990; Parilla y cols., 2009;
Mordn y cols., 2010; Weiser y Saltz, 2015; Porru y cols., 2018).

1.2. GENERALIDADES
1.2.1. Localizacién y clinica

La mayoria de los cdnceres colorrectales se localiza en el colon ascendente y ciego, en el
colon sigmoide y en el recto. Se estima que el CCR es fres veces mds frecuente que el localizado en el
recto y segun los estudios epidemioldgicos recientes estd aumentando el nUmero de los casos de
cdncer del colon derecho mds que en ofras localizaciones (Jessup y cols., 1996; Parilla y cols., 2009;
Weiser y Saltz, 2015).

Inicialmente el crecimiento es asintomdtico y posteriormente la sintomatologia depende de la
localizacion del tumor. Los cdnceres del colon ascendente se caracterizan por con una historia de
hemorragia oculta y crénica secundaria a la ulceracién del tumor que se manifiesta en forma de
anemia y melenas, asociada a una pérdida de peso y astenia. En el 40% de los casos se observa la
friada de dolor abdominal, diarrea y anemia. En fases avanzadas aparece una masa en el

hemiabdomen derecho.

Los tumores localizados en el colon descendente provocan la disminucion del calibre de la luz
intestinal lo que conduce a cambios en el hdbito defecatorio (estrefimiento, diarrea), asociados a

dolor abdominal y rectorragias.
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El cdncer de recto asocia rectorragia, alteracién del ritmo deposicional y tenesmo. El dolor no
es un sinfoma frecuente ni temprano, sugiere infiltracién del aparato esfinteriano o suelo pélvico. En el

15% de los casos de cdncer de recto debuta en forma de una complicacion.

La sinftomatologia suele durar de promedio 6 meses hasta que el paciente consulte por ella y
en el 25% de los casos obliga a acudir a Urgencias por presentar formas avanzadas de la enfermedad
y sus complicaciones como perforacion u obstruccién intestinal y exepcionalmente como hemorragia

digestiva baja abundante.

Entre el 8 y 30% de todos los casos el CCR se presenta con oclusion intestinal como el sinfoma
inicial. Se estima que la ubicacién mds frecuente de la obstruccidon estd en el dngulo esplénico (49%),

luego en el colon izquierdo (23%) y en el colon derecho (22%).

Solamente entre el 3 y el 9% de los cdnceres colorrectales debuta en forma de perforacion
intestinal. En estos casos puede ser una perforacién cubierta y manifestarse en forma de plastron
inflamatorio palpable, una perforacién a la cavidad abdominal con peritonitis fecaolidea, una
perforacién al retroperitoneo que se presenta en forma de abscesos a este nivel o una perforacion a
los érganos vecinos, creando fistulas entre colon y vagina (salida de material fecaloideo por la vagina)

o vejiga (fecaluria, neumaturia, salida de la orina por el ano) (Parilla y cols., 2009).
1.2.2. Diagnéstico

En el momento de diagndstico del CCR debemos definir la localizacién del tumor, la presencia
de oftras lesiones sincronicas en el colon, la presencia de metdstasis a distancia o invasion de los

érganos vecinos.

Debido a que el sintoma principal es el sangrado digestivo, el diagndstico se realiza mediante
la determinacién de sangre oculta en heces, estudio de anemia y colonoscopia (sensibilidad del 90-
95% para los tumores malignos con tasa de complicaciones de 0,1%). Ante la confirmacién de la
sospecha con biopsia de la lesion enconfrada en la colonoscopia, se realiza TAC toracoabdominal
para descartar la presencia de metdstasis pulmonares, hepdticas, retfroperitoneaes, en la pared
abdominal y la invasién de érganos adyacentes al tumor. En el caso de cdncer de recto ademds del
TAC se realiza resonancia pélvica para estadiaje preoperatorio (Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015;

Roselld y Cervantes, 2016).

Es importante determinar los niveles de los marcadores tumorales antes de redlizar la
intervencion, ya que sirven como factor prondstico preoperatorio y para diagnosticar precozmente la
recurrencia. Los mds frecuentemente utilizados son el antigeno carcinoembrionario (CEA) y el antigeno
carbohidratado (CA 19-9). La elevacion del CEA en los casos en que se presentaban valores normales
en el momento del diagndstico - o normalizacién de los niveles del mismo después de la cirugia si
estaba previamente elevado - sugiere la recurrencia. Si persiste elevado indica peor prondstico. El CA
19-9 es un anticuerpo monoclonal que se eleva en diversos tumores intestinales y sugiere recidiva

locorregional de la enfermedad (Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).
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1.3. ETIOPATOLOGIA
1.3.1. Secuencia adenoma - carcinoma

El cancer colorrectal puede originarse en un pdlipo o en cualquier lugar a lo largo de todo el
intestino grueso (Weiser y Saltz, 2015). En el colon podemos encontrar diferentes tipos de pdlipos. Son
unas protuberancias del epitelio de intestino y pertenecen al grupo de tumores benignos. Los mds
frecuentrs son los pdlipos adenomatosos y los pdlipos hiperpldsicos, menos frecuentes son los

hamartomas y los pdlipos inflamatorios.

La mayoria de los cdnceres colorrectales se desarrollan a partir de los pdlipos adenomatosos
preexistentes (los adenomas). Se dividen en tres grupos segun la arquitectura histoldgica: tubulares,
vellosos y mixtos. El CCR es mds frecuente en pacientes con pdlipos adenomatosos, especialmente
con pdlipos mayores de 1-1,5 cm de didmetro y su indicencia se reduce con la extirpacion
endoscopica de los adenomas. Se considera que uno de cada 400 pdlipos adenomatosos se
transformard en cdncer y el periodo de esta trasnformacion es de al menos diez afos. Los cdnceres

metacronicos también parecen evolucionar desde adenomas.

Segun los estudios realizados se ha demostrado que el riesgo de la transformacién maligna
depende tanto del tamafo del pdlipo como la proporcion de compontente velloso vy la presencia de
displasia (Atkin y cols., 1992; Winawer S.J. y cols., 1993; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Se estima que en los pacientes ya diagnosticados y tratados por CCR el 40% presentard pdlipos
metacrdnicos y, aproximadamente, el 6% cdncer metacrénico durante el seguimiento (Markowitz,
1990; Heald, 1990; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Los polipos hiperpldsicos y hamartomatosos no son precancerosos excepto en caso de

poliposis coldnica. Los pdlipos inflamatorios carecen de la posibilidad de malignizacidn.

Encontrando un pdlipo en la luz de colon durante la endoscopia resulta imposible identificar el
tipo histoldgico del pdlipo, por lo cual se deben extirpar todos los pdlipos (Winawer S.J. y cols., 1993;
Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

1.3.2. Biologia molecular

En la mayor parte de los cdnceres colorrectales esporddicos y en los que se desarrollan en
pacientes con poliposis adeomatosa familiar (PAF) - aproximadamente el 80% de todos los tumores
malignos de colon - la progresidon desde un pequeno adenoma al cdncer se inicia con una alteracion
genética que consiste en la inactivacion del gen APC (Adenomatous polyposis coli) y otros genes
oncosupresores como DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) o de la proteina p53 y la acumulacion
de las mutaciones en oncogenes (KRAS). La inactivacién del APC es el resultado de una mutacion
somdtica en los tumores esporddicos y germinal en los pacientes con la PAF y da lugar a la sintesis de
una proteina truncada (Leslie y cols., 2002; Smakman y cols., 2005; Jones y cols., 2008; Haigis y cols.,
2008; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).
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Oftros genes implicados en la transformacién cancerosa son el MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, MLH3,
PMS1 y PMS2. Son unos genes que codifican las enzimas encargadas de corregir las mutaciones que se
producen durante la replicacién del ADN. La inactivacidon de estos genes se ha observado en los
tumores que se desarrollan en pacientes con el sindrome de CCR hereditario no polipdsico (CCHNP) y
en el aproximadamente 15-20% de los cdnceres esporddicos; conduce a la acumulacién de las
mutaciones en los oncogenes y los genes supresores como TGF-bRII, Bax, Smad4 y BRAF que regulan la
proliferacién y la muerte celular (Samowitz y cols., 2001; Ward y cols., 2001; Pawlik y cols., 2004; Imai y

Yamamoto, 2008; Mordn y cols., 2010; Sargent y cols., 2010; Weiser y Saltz, 2015; Porru y cols., 2018).

Los tumores originados segin este modelo generalmente tienen mejor prondstico que los
mencionados anteriormente, pero parecen ser menos sensibles a la quimioterapia con 5-fluorouracilo
(5FU). Generalmente estdn ubicados en el colon derecho y son mds frecuentes en las mujeres. En los
estudios histopatoldgicos parecen ser mds profundos (mds avanzados localmente) pero suelen ser
menos invasivos por menor tendencia de afectaciéon de los ganglios linfdticos y las metdstasis a
distancia (Greenson y cols., 2003; Gryfe y cols., 2000; Samowitz y cols., 2001; Ward y cols., 2001;
Watanabe y cols., 2001; Benatti y cols., 2005; Jeong y cols., 2003; Ribic y cols., 2003; Raut y cols., 2004;
Mordny cols., 2010; Sargent y cols., 2010; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Se ha estudiado el papel de otfros oncogenes supresores tumorales y el vinculo con el
prondstico de la enfermedad, como por ejemplo el p53 (el oncogen inactivado con mayor frecuencia
en tumores sélidos en humanos). Su inactivacidon estd relacionada con la recurrencia del cdncer,
disminucidén de la supervivencia vy resistencia a la radio- y quimioterapia con 5FU. Las mutaciones del
gen 189 (gen SMAD4) y del p27 parecen corresponder a disminucidn de la supervivencia (Feamhead y
cols., 2002; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

1.4. CCR Y ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

Los pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn tienen un riesgo de CCR mds
elevado que la poblacién general. No obstante, la enfermedad inflamatoria intestinal contribuye en
1% al aumento de la incidencia del CCR. El riesgo es mds alto en personas con afectacion difusa del
colon, diagnosticados a una edad temprana, con larga duracién de la enfermedad (a partir de los
diez anos del diagndstico el riesgo acumulado del CCR aumenta un 1% al ano) y con colangitis
esclerosante asociada a la colitis ulcerosa (Lavery y cols., 1982; Ransohoff y cols., 1985; Sachar, 1994;

Solomon y Schnitzler, 1998; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Estos pacientes precisan vigilancia muy estrecha y controles sistemdaticos. La colonoscopia
debe redlizarse cada 1-2 anos y siempre se precisan biopsias de la muscosa de colon independiente si
tiene aspecto macroscédpico sospechoso o no. Por lo general se toman muestras cada 10-12 cm. La
cirugia preventiva estd indicada solamente en caso de diagndstico de displasia de bajo o alto grado
o con colitis de dificil control o en los pacientes que no acuden a las revisiones de forma sistemdtica.
(Weiser y Saltz, 2015).
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1.5. FACTORES FAMILIARES

El riesgo de CCR entre los familiares de primer grado (padres e hijos) y algunos de segundo
grado (hermanos) de un paciente diagnosticado de CCR es 2,4 veces mayor que en la poblacion
general y se considera mds elevado aun cuanto mds joven es el familiar afectado en el momento de
diagnéstico. Por otro lado, en algunos estudios se ha demostrado que el riegso aumenta con el
numero de familiares afectados hasta ser de 4,2 veces mds alto para las personas que fienen dos o

mads familiares de primer grado perjudicado por la enfermedad.

Las personas con familiares de segundo grado (tios, abuelos, primos) que padecen de CCR
igualmente tienen el riesgo mds elevado, en torno a 1,5 veces mayor que la poblacién general (Fuchs
y cols., 1994; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

1.5.1. Sindromes asociados con CCR hereditario

El 15-20% de los CCR exhibe una relacion familiar y el 5% se asocia a CCR. Los sindromes
hereditarios de CCR mds frecuentes son: poliposis adeomatosa familiar (PAF), poliposis adenomatosa
familiar atenuada (PAFA), poliposis asociada al gen MYH (MAP) y CCR hereditario no polipoideo
(CCHNP, llamado también el sindrome de Lynch) (Lynch y cols., 2003; Parilla y cols. 2009).

1.5.1.1. Poliposis adenomatosa Familiar (PAF)

La PAF es un sindrome autosdémico dominante caracterizado por la presencia de mds de cien
pdlipos adenomatosos a lo largo del colon y recto. Estd causada por mutacidnes en las células
germinales del gen APC. El pdtron de la gerencia es autosémico dominante con penetrancia del 100%,
aungue en el 25% de los casos se presentan como resulfado de una mutacidén de novo, sin
antecedentes familliares. Las personas diagnosticadas de la PAF tienen un riesgo de CCR de
aproximadamente 100%; sin embargo, este sindrome es responsable solamente del 1% de todos los
casos del CCR (1 caso por cada 8.000-10.000 personas). La media de edad en el momento del
diagndstico de los pdlipos es de 16 anos y si no se operan desorrallan el cdncer en la cuarta o quinta
decdda de vida (la media es de 39 anos). Se ha observado que un adenoma necesita
aproximadamente unos 17 anos para formar un tumor maligno y a partir de este momento solamente
2 anos para poder provocar las metdstasis (Mulvihill, 1983; Lipkin y cols., 1984; Powell y cols., 1993; Jones
y cols., 2008; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Existe una variante de la PAF denominada la poliposis asociada al gen MYH que se caracteriza
por unos hallazgos anatomopatoldgicos similares, pero con un nimero menor de pdlipos (la media es
de 50) y mayor predominio en el colon derecho. Es un sindrome autosémico recesivo vy

aproximadamente el 48% de los pacientes esta afectado con CCR en el momento del diagndstico.

Oftras variantes fenotipicas de la PAF con una mutacién germinal del gen APC con patron de
herencia autosdmica dominante son: el sindrome de Gardner (asociado a osteomas, tumores de
tejidos blandos, dientes supranumerarios), el sindrome de Turcot (asociado a tumores cerebrales) y la

PAF atenuada que se caracteriza por menos pdlipos, generalmente localizados en el colon derecho y
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en los pacientes de edad mds avanzada (Brensinger y cols., 1998; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz,
2015).

El riesgo de cdncer se estima basdndose en el nUmero y tamano de los adenomas, lo que
permite decidir el momento de la intervencion quirlrgica. En la mayoria de los casos se debe realizar el
procedicmiento entre la pubertad y los dieciocho afos por el bajo riesgo de malignizacién a esta
edad. En caso de gran niumero de pdlipos o sinfomatologia asociada los pacientes se deben operar
en el momento del diagndstico. Existen diferentes variedades de la cirugia, no obstante, siempre se
requiere exéresis amplia del colon (Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015). Aproximadamente el 40-
75% de los pacientes requieren exéresis del recto mds adelante (Rodriguez-Bigas y Petrelli, 2002; Weiser
y Saltz, 2015).

1.5.1.2. CCR hereditario no polipésico (CCHNP)

El CCHNP, también denominado sindrome de Lynch, es la forma mds frecuente de CCR
hereditario. Es reponsable del 5% de todos los casos del CCR. Las caracteristicas principales son la
aparicién del cdncer en los pacientes jovenes, la localizacién en el colon derecho y un nimero
elevado de tumores sincrénicos y metacrdnicos (Vasen y cols., 1991; Lynch y cols., 1993; Marra y cols.,
1995; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Existen dos subtipos de este sindrome: (1) Lynch |, en el que el CCR es la Unica manifestacién
de la enfermedad; (2) Lynch I, en el que existe también una predisposicidon para otros tipos de tumores
malignos (Aarnio y cols., 1999; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015). La mayoria de estos pacientes
(50-80%) presentan mutaciones en los genes MLH1, MSH2, MSHé6 y menos frecuentemente en el PMST y
PMS2. La enfermedad se frasmite con cardcter autosdémico dominante, con una penetracién cercana
al 80% (Markowitz 1990; Jemal y cols. 2004; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

1.5.1.3. Sindromes de poliposis hamartomatosa

Es un grupo heterogéneo de sindromes hereditarios que se frasmiten de manera autosdémica
dominante y se caracterizan por el desarrollo de los pdlipos hamartomatosos y un riesgo elevado de

CCR, pero representan menos de 1% de todos los cdnceres colorrectales.

Los pdlipos hamartomatosos son unas protuberancias de la mucosa gastrointestinal. Presentan
un epitelio normal que cubre la capa de musculo liso, que tiene aspecto de pseudoinvasidén de la
submucosa con sus ramificaciones, aunque este proceso no es maligno y no presenta atipia celular.
Generalmente estos pdlipos conllevan menos riesgos de tfransformacion maligna que los pdlipos
adenomatosos (Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015). Los sindromes que pertenecen a este grupo
son el sindrome de Peutz-Jeghers, la poliposis juvenil (Jass y cols., 1988; Church, 1995; Giardello y cols.,

1987; Weiser y Saltz, 2015), el sindrome de Cowden y de Ruvalcaba-Myhre-Smith (Parilla y cols., 2009).
1.6. PREVENCION DEL CCR

Se estdn llevando a cabo diferentes estudios sobre la prevencién, pero hasta el momento
acttal no se ha confirmado el efecto protector de la ingesta de los suplementos de calcio sobre la

inhibicién del desarrollo de pdlipos. Tampoco se ha confirmado el mismo efecto del incremento del
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consumo de frutas, vegetales y vitaminas antioxidantes en los estudios prospectivos. Por otro lado,
varios estudios epidemioldgicos han establecido una relacidn entre la ingesta de la aspirina y un menor
riesgo de CCR y de pdlipos adeomatosos, también en pacientes ya intervenidos de CCR, aunque la
evidencia es demasiado baja para apoyar su uso habitual como forma de prevencidon primaria. Otros
estudios han demostrado que los inhibidores de la ciclooxigenasa reducen el nUmero y tamano de los

adenomas en pacientes con poliposis adenomatosa familiar (Parilla y cols., 2009).

Tabla 1. Despistaje y vigilancia del CCR segun el riesgo individual

DESPISTAJE Y VIGILANCIA DEL CANCER COLORRECTAL

Categoria del riesgo

Recomendacion

Edad de inicio

Intervalo

Riesgo medio
Riesgo de por vida 5%

Todos, a la edad
de 50 o mds, sin
otros factores
de riesgo

| Sangre oculta en heces

mas sigmoidoscopia
flexible o
colonoscopia

50 afios

Sangre oculta en heces
anual

| Sigmoidoscopia

flexible cada 5 afos
Colonoscopia cada

10 aflos o enema

opaco con doble

contraste, mas

sigmoidoscopia

flexible cada 5-10 afios

Riesgo moderado

Riesgo de por vida

Un pariente en primer
grado con CCR o
polipos
diagnosticados > 60
afos

ion

de riesgo medio
Colonoscopia

ion: 40 afos |
Colonoscopia: 50 afios |

Igual que arriba, hasta
la primera
colonoscopia

Colonoscopias de
seguimiento cada
5 afios

| Un pariente en primer

grado con CCR o
polipos

Colonoscopia

diagnosticados <60 |
afos o dos parientes |

en primer grado

de cualquier edad
Pélipo neoplasico

previo (> 1 cm,

proximal o multiple)

Pélipo pequeio
simple (< 1 cm)

Historia de reseccion

Colonoscopia

!

| Colonoscopia

Colonoscopia

| 3 anos-después dela

| 5 afos después

\
1
-1
|
[

40 aiios o 10 afios
antes del primer
caso en la familia

polipectomia inicial

de la polipectomia

Cada 5 afos con
examen negativo

3 afos si se
encontraron mas
polipos

5 ailos para examen
normal

3 afos si se

encontraron mas
polipos

5 afos para examen
normal

Al momento de la

1y 3 afos desp;;s -

Riesgo de por vida
50%

adenomatosa: hijos
o hermanos del
paciente afectado

CCHNP: pacientes
en riesgo, cuyas
familias encajan
en los criterios de
Amsterdam, o test

| genético positivo

Referir a especialistas
Examen genético

Colonoscopia
Ofrecer examen
genético
Monitorizacion
ginecolégica
a mujeres

| Panendoscopia cada

esta en riesgo o es
portador

1-2 afos después
del disgnostico
21

10-30% de CCR con intento reseccion se deberd de la reseccion;
curativo examinar en su después, cada
totalidad el colon | 5 afios con examen
normal
Enfermedad intestinal | Colonoscopia con toma | 8 afios después de Cada 1-2 afios
inflamatoria de biopsias para inicio de pancolitis Se recomienda
vigilancia en displasi 12-15 afios despué: colectomia para
de colitis izquierda cualquier displasia
Riesgo elevado Poliposis familiar Sigmoidoscopia 12 aios si el paciente | Anualmente hasta

la colectomia
(efectuada si
aparecen polipos)

Cada 2 afos hasta
los 40, después
anualmente

* Extraido de Parilla Patricio P. et cols., 2009.

Las sociedades médicas y las autoridades sanitarias han establecido recomendaciones para la
deteccidn precoz del CCR que se adaptan a las necesidades de cada pais. Se basan en estadificar a
los pacientes en grupos de riesgo con diferentes programas de cribado. Los pacientes con sintomas o

signhos sugerentes de CCR no son candidatos a estos programas.

El despistaje de los tumores colorrectales en personas asinfomdticas consiste en la deteccidon y
exéresis de pdlipos premalignos y descurbimiento precoz del cdncer. La edad de comienzo del

programa vy el intervalo entre las pruebas diagndsticas dependen del riesgo individual del paciente
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que se calcula basdndose en la historia clinica, antecedentes personales y familiares (Parilla y cols.,
2009; Weiser y Saltz, 2015).

Las pruebas mds frecuentemente utilizadas son la prueba de sangre oculta en heces (SOH), la
sigmoidoscopia (para los pacientes de riesgo medio) y/o colonoscopia con extirpacion y estudio
anatomopatoldgico de todos los pdlipos encontrados en el colon (pacientes con riesgo alto o con
riesgo bajo y resultado positivo de las pruebas mencionadas anteriormente). Segun el riesgo individual
de cada paciente las pruebas se repiten anualmente o cada 3-5 anos (Winawer y cols., 1993; Zauber y
cols., 1997; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Los pacientes ya diagnosticados y tratados de CCR precisan una vigilancia mds estrecha para
la deteccién precoz de enfermedad metacrdnica. Se recomienda realizacién de nueva colonoscopia
al ano. Se debe realizar o antes de que pase un ano después de la cirugia si no se pudo realizar la
colonoscopia en el estudio preoperatorio o fue incompleta por mala preparacion del colon o por la
oclusion de la luz intestinal (lo que impide el paso del colonoscopio). Si estas pruebas resultan negativas

la siguiente prueba se puede redlizar a los 3 afos después de la intervencion.

Las nuevas tfecnologias como la colonoscopia virtual o la deteccidn de mutaciones
especificas del CCR en el ADN en las heces de los pacientes se estan estudiando para su utilizacién en

el despistaje del CCR (Imperiale y cols., 2004; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

La colonoscopia virtual consiste en realizacion de la tomografia computarizada de alta
resolucion de abdomen para valoracién virtual de la luz coldnica. Su problema principal es la
sensibilidad y especificidad segin el tamano de la lesion, dificultad para valoracién de lesiones
peqguenas e imposibilidad de tomar biopsias (Pickhardt y cols., 2003; Cotton y cols., 2004; Weiser y Saltz,
2015).

1.7. PRONOSTICO DEL CCR

El CCR presenta una elevada tasa de curacion (hasta 60%) cuando se localiza solamente en el
intestino. Desgraciadamente en un 20-25% de los casos existe enfermedad diseminada en el momento
de diagnéstico. En un 2-11% de los casos se observa dos o mds tumores en el colon, llamados tumores
sincronicos, aungue aparentemente esta situacion no asocia el peor prondstico que un tumor solitario.
Igualmente, aproximadamente el 10% de los tumores estdn adheridos a los érganos vecinos, unos 40-
45% de estas adherencias son de origen inflamatorio y el resto es la invasidn de las estructuras
adyacentes lo que aumenta 2,6 veces el riesgo relativo de muerte por este motivo (Arenas y cols.,
1997; Cheny cols., 2000; Parilla y cols., 2009, Weiser y Saltz, 2015).

Aproximadamente el 13% de los pacientes presentan carcinomatosis peritoneal en el
momento de diagndstico lo que significa empeoramiento del prondstico y una corta supervivencia

(Rosen y cols., 2000; Jayne y cols., 2002; Elias y cols., 2003; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Cerca del 30% de las intervenciones por CCR se realiza de urgencias lo que implica mayor
morbimortalidad por las condiciones del paciente y el estado avanzado del tumor (mortalidad del 35%

en casos de perforacion y 15% de oclusidn), ademds de peor prondstico con una tasa elevada de las
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metdstasis (Parilla y cols., 2009; Kube y cols., 2009; Bakker y cols., 2014). Estd establecida la relacién de
la reseccion de todo el mesenterio célico y rectal como el indice de una correcta excision oncoldgica
de la enfermedad con el aumento de la supervivencia, incluso en los estadios Il alcanzando el 27%
(Goldstein, 2002; Comton y cols., 2004; Parilla y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

Las metdstasis del CCR se asientan con frecuencia en el ovario (entre el 2 y el 8% de las
metdstasis son sincrénicas) y afectan el peritoneo. En el 10-20% de los pacientes sufrird la recidiva en
forma de carcinomatosis peritoneal con un prondstico de vida de menos de é meses aumentando la

supervicencia hasta 10 meses con la quimioterapia (Parilla y cols., 2009).

Se ha demostrado que en los pacientes sometidos a cirugia curativa existe alto riesgo de
recidiva tumoral, estimada en el 25-50% de los casos, de los cuales aproximadamente 90% aparecerd
durante los dos (segun otfros autores tres) primeros anos después de la intervencién. La forma de
presentacion incluye recidiva local y metdstasis a distancia. La recurrencia local se manifiesta como
una nueva masa tumoral a nivel del lecho quirdrgico, en la anastomosis intestinal, los ganglios linfaticos
refroperitoneales y mesentéricos, los trayectos de antiguos drendjes y en la pared abdominal siempre
cuando la cirugia inicial fue realizada con intencién curativa. La vigilancia postoperatoria consiste en
identificacidon temprana de la enfermedad recurrente susceptible de realizacion de nueva exéresis con
intencion curativa. Como la enfermedad recurrente potencialmente curable se consideran las
metdstasis aisladas en el pulmdn, higado, ovario o recidiva local en la anastomosis. El descubrimiento
temprano de la enfermedad avanzada sin posibilidades de reseccidén curativa es una indicacion para
administracion de la quimioterapia, aungue con resultados poco prometedores. El seguimiento se
realiza mediante exploracién fisica y determinacién frecuente del antigeno carcinoembrionario (CEA)
cada fres meses durante los dos primeros anos y luego cada seis meses durante los siguientes tres anos
después de la intervencion. El TAC abdominopélvico se realizard anualmente durante los tres primeros
anos de seguimiento y la colonoscopia al ano, luego a los tres anos y posteriomente cada 5 anos
después de la exéresis del tumor primario (Nava y Pagana, 1982; Parilla y cols., 2009; Litvak y cols., 2014;
Weiser y Saltz, 2015).

La recurrencia locorregional del cdncer del recto sometido al tratamiento quirlrgico con
intencion curativa es de 2,6 hasta 10% y normalmente ocurre en los 2 primeros anos después de la
cirugia. Sin fratamiento la supervivencia global alcanza 5% a los 5 afos. Las cifras de supervivencia
ascienden al 40-50% en caso de poder readlizar nueva intervencion con intencién curativa. Entre el 15y
el 20% de los pacientes presenta metdstasis en el momento del diagndstico y un 30% desorrallard
metdstasis a distancia fras cirugia radical (Hartley y cols., 2003; Heriot y cols., 2006 y 2008; Palmer y cols.,
2007, Bakx y cols., 2008; Biondo y cols., 2010; Kusters y cols., 2010; Rahbari y cols., 2011; Gonzdlez Castillo
y cols., 2016).

Gracias a los programas de prevencion primaria, los avances en el fratamiento adyuvante y al
descubrimiento de nuevos agentes citotéxicos la supervivencia global de los pacientes con CCR se ha
duplicado en las Ultimas dos décadas (especialmente en los pacientes con metdstasis) y se estima que

es de aproximadamene 30 meses (Van Cutsem y cols., 2016; Porru y cols., 2018).
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1.8. ESTADIFICACION DEL CCR

La estadificacion del CCR se realiza basdndose en las caracteristicas anatomoclinicas de la
enfermedad para establecer el prondstico, seleccionar tratamiento adecuado y desarrollar criterios
uniformes para evaluar y comparar los resultados de los diferentes tratamientos aplicados (Parilla y
cols., 2009). La valoracion clinica en los casos de CCR consiste en la readlizacién de pruebas
complementarias necesarias para confirmar la sospecha diagndstica (colonoscopia y biopsia positiva
para la neoplasia) y estudio de extensidén que se efectia mediante tomografia con contraste de térax,
abdomen y pelvis. En los pacientes con cdncer de recto, a las pruebas mencionadas anteriormente se
anade resonancia magnética de pelvis para una mejor evaluacion de la invasion local del tumor, lo

que puede modificar las indicaciones terapéuticas (Delbeke y cols., 2004; Weiser y Saltz, 2015).

Tabla 2. Estadificacion del CCR

Tumor primario (T)

Tx tumor primario que no se puede valorar

TO no hay evidencia de tumor primario

Tis carcinoma in situ; intraepitelial o invasion de la lamina propia
T1 tumor que invade submucosa

T2 tumor que invade muscularis propia

T3 tumor que invade serosa, grasa

T4a tumor que perfora el peritoneo visceral

T4b tumor que invade directamente otfros érganos o estructuras

Nodulos linfaticos regionales (N)

Nx no se pueden valorar

NO sin afeccidn ganglionar

N1a 1 ganglio linfatico regional afectado

N1b 2-3 ganglios linfaticos regionales afectados

N1c depdsitos de tumor en la subserosa, el mesenterio o en los tejidos pericdlicos o perirrectales
sin mtx en los gangios regionales

N2 4 o mds ganglios linfaticos regionales afectados

N2a 4-6 ganglios linfaticos regionales afectados

N2b 7 o mds ganglios linfaticos regionales afectados

Metastasis a distancia (M)

Mx no se pueden estimar

MO sin evidencia de metdstasis a distancia (no se asigna por el anatomopatdlogo)

M1 metdstasis en uno o mds organos a distancia o en el peritoneo.

M1a metdstasis en un érgano o sitio (ej. higado, pulmén, ovario, ganglio no regional; sin peritoneo)
M1b metdstasis en mds de un érgano o sitio (sin peritoneo)

M1c metdstasis en el peritoneo con o sin metdstasis en otros érganos o sitios

Estadios

0 Tis NOMO

1 T1-2 NOMO

IIA T3 NOMO

1IB T4a NOMO

IIC T4b NOMO

A T1-2 NTMO/ TIN2a

IIB T3-4a N1TMO/ T2-T3 N2a/ T1-T2 N2b
IC T4a N2aMO0/T3-T4a N2b/ T4b N1-2
IVATN M1a

IVB TN M1b

IVC TN Mic

* AJCC Cancer Staging Manual, 8th Edition, 2016.

ActUalmente se utiliza la clasificacion TNM de la Unién Internacional Contra el Cdncer (UICC) y
el American Joint Committee on Cancer que valora independientemente la penetracion del tumor en

la pared del intestino (7). la afectacién de los ganglios linfdticos regionales (N) y la presencia de
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metdstasis a distancia (M) (Edge y cols., AJCC Cancer Staging Manual, 7th edition 2010; Amin y cols.,
AJCC Cancer Staging Manual, 8 edition 2016).

En el andilisis anatomopatolégico uno de los factores con valor prondstico independiente es el
grado de la diferenciacién o de la similitud de la arquitectura tumoral con respecto a la del epitelio

colénico normall. Se distinguen cuatro grados de la diferenciacién.

Tabla 3. Grado de diferenciacién histopatoldgica del CCR de la UICC

Gx el grado no puede ser valorado
G1 bien diferenciado

G2 moderamente diferenciado

G3 pobremente diferenciado

G4 indiferenciado

* Extraido de Parilla Patricio P. et cols., 2009.

Tabla 4. Supervivencia global a 5 afos segun los estadios

ESTADIO SUPERVIVENCIA (%)

| 93.2

A 84,7

B 83,4

A 72,2

B 61,4

nc 44,3
v 8.1

* Extraido de O ’Connell JB, Maggard MA, Ko Cy. Colon cancer survival rates with the new AJCC sixth edition staging.
J Natl Cancer Inst 2004;96:1420-5.

Oftras variables clinicopatoldgicas indicadoras de prondstico desfavorable son la invasidén de
érganos vecinos, la oclusion intestinal, la perforaciéon tumoral, el nUmero de los ganglios extirpados o
analizados inferior a 12, las metdstasis discontinuas (localizaciones atipicas que no siguen las reglas de
la diseminacién), el margen de la reseccién circunferencial, los valores preoperatorios del CEA
elevados, la invasidn de vasos sanguineos vy linféticos, la invasion perineural, la morfologia del borde
invasor, la fibrosis del estroma tumoral, la respuesta inmunoldgica al tumor, la aneuploidia, la mutacion
KRAS, NRAS y BRAF, la deficiencia del sistema MMR, la inestabilidad de los microsatelites, la pérdida
alélica del cromosoma 18q vy las alteraciones moleculares (Herter y Slanetz, 1980; Minsky y cols., 1988;
Minsky y cols., 1989; O'Connell y cols., 2004; Parilla y cols., 2009, Weiser y Saltz, 2015). Estudios realizados
en los Ultimos afos han demostrado que a diferencia de otfros cdnceres el tamano del tumor primario
no condiciona el prondstico (Edge y cols., AJCC Cancer Staging Manual, 7th edition 2010; Weiser y
Saltz, 2015; Amin y cols., AJCC Cancer Staging Manual, 8t edition 2016).
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1.9. TRATAMIENTO
1.9.1. Generalidades

El fratamiento de CCR se basa en el tratamiento quirlrgico siempre cuando sea posible,
asociando la quimio- y radioterapia en algunos casos. Existen diferentes modalidades del tratamiento
quirdrgico dependiendo de la ubicacién del tumor y grado de la invasidén de los drganos vecinos.
Generalmente durante la cirugia se realiza reseccién en bloque del tumor con mdrgenes de seguridad
(libres de enfermedad) vy la extirpacion del territorio ganglionar correspondiente por su localizacion y
ligadura de los vasos en su origen. Una intervencién urgente sigue las mismas reglas oncoldgicas que
una cirugia electiva (Quirke y cols., 1986; Moore y cols., 2003; Ruiz Lopez y cols., 2003; Rullier y cols.,
2005; Temple y cols., 2005; Parilla y cols., 2009, Weiser y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015; Sancho-Muriel y
cols., 2017).

El uso de la guimioterapia depende del estadio del tumor, la presencia de los factores de
riesgo y las enfermedades de base del paciente. Se administra a partir del estadio Il y en el estadio Il si
extiste alguno de los factores de mal prondstico existiendo diferentes protocolos de tratamiento. Se

administra para reducir el riesgo de la recidiva.

La radioterapia y quimioterapia preoperatoria (neoadyuvante) se indica en el cdncer de recto
y tiene buenos resultados cuando se asocia a una cirugia realizada con la intencién curativa. En el dia
de hoy hay suficiente experiencia que demuestra que esta forma de tratamiento neyoadyuvante
llamada la modalidad combinada (CMT) reduce a la mitad las tasas de recidiva local y a distancia,
mejora la resecabilidad del tumor primario y aumenta la probabilidad de preservacién del esfinter.
(Parilla y cols., 2009). Ademds de los beneficios mencionados anteriormente se ha demostrado que la
quimiorradioterapia preoperatoria tiene menos toxicidad que la administrada después de la cirugia
(Sauer y cols., 2004; Weiser y Saltz, 2015, Rosellé y Cervantes, 2016; Zhang y cols., 2016; Gao y cols.,
2018).

Se estdn llevando a cabo multiples investigaciones sobre los mecanismos de la carcinogénesis
para poder aplicar una terapia antitumoral personalizada, pero hasta el momento no hay suficiente
evidencia para aplicar un marcador molecular para la seleccidon de fdrmacos de quimioterapia
adyuvante individualizada para diferentes tipos de pacientes y tumores (Kerr y cols., 2009; Weiser y
Saltz, 2015; Russo y cols., 2016; Porru y cols., 2018).

Existen varias posibilidades de tratamiento paliativo. En caso de tumores que producen
obstruccidn intestinal y ademds se encuentran en fase avanzada o en pacientes mayores vy
pluripatolégicos se puede colocar una prétesis autoexpandible para restablecer el frdnsito intestinal,
aungue la técnica no estd exenta de complicaciones. Otra opcidén es realizacién de un estoma

derivativo.

Sin embargo, en los pacientes sinfomdticos, aunque no exsita la posibilidad de cirugia curativa
(por ejemplo, por la presencia de las metdstasis incurables), se recomienda la exéresis del tumor
siempre que sea posible, lo que resulta en la mejoria de la calidad de vida (desaparicidén de los

sintomas) y se evitan las complicaciones del mismo (la obstruccién, la perforacion y la hemorragia). En
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caso de un tumor pequeno y asinfomdtico y una enfermedad metdstasica avanzada se puede evitar
intervencion quirdrgica porque el paciente fallecerd por las metdstasis antes de que el tumor sea

sinftomdatico.

La guimioterapia paliativa estaria indicada en los pacientes con tumores asintomdticos o
minimamente sintomdticos y enfermedad a distancia avanzada (Temple y cols., 2004; Parilla y cols.,
2009; Poultsides y cols., 2009; Weiser y Saltz, 2015).

1.9.2. Quimioterapia en CCR

Existen diferentes esquemas de tratamiento que combinan los agentes quimioterapéuticos

para aumentar la eficacia de tratamiento adyuvante.

El estadio Il tiene alta tasa de curacién quirlrgica, aunque esta se reduce en casos de asociar
los factores de alto riesgo como presentacion de la lesidon primaria como T4, obstruccidon o perforacion
intestinal en el momento de diagndstico, poca diferenciaciéon histolégica del tumor o insufuciente
numero de gdnglios linfaticos extirpados. En estos pacientes reciben la quimioterapia adyuvante con
fluoropirimidinas (5 fluorouracil o capecitabinal). El uso de oxiplatino no aporta ningun beneficio por no

prolongar la supervivencia global en estos casos (Tournigand y cols., 2012; Weiser y Saltz, 2015).

Varios estudios apoyan la hipdtesis de que los pacientes con el estadio Il precisan evaluacion
de las proteinas del sistema MMR vy los que presentan deficiencia no deben recibir quimioterapia
adyuvante por no observar prolongacién de la supervivencia libre de enfermedad e incluso la
posibilidad de disminucidn de supervivencia global. Los resultados no se extrapolan a los pacientes en
el estadio lll (Kim y cols., 2007; Sargent y cols., 2010; Sinicrope y cols., 20011; Weiser y Saltz, 2015).

El esquema antiguo con efecto beneficioso en el estadio Il utilizado desde los anos 920
contiene 5-fluorouracil (5-FU) y leucovorina (LV). Otros fdrmacos con la actividad antitumoral
demostrada son oxaliplatino, capecitabina y tegafur-uracilo (UFT) (Laurie y cols., 1989; Haller y cols.,
2005; Twellves y cols., 2005; van der Pas y cols., 2013; Weiser y Saltz, 2015).

ActUalmente el esquema estdndar es el FOLFOX (oxaliplatino, 5-FU/LV) que aumenta la
supervivencia libre de enfermedad, la supervivencia global y tasa de curacién. Se realizaron estudios
destinados a comparar este tratamiendo con con administracion de solaomente 5-FU y leucovorina y se
confirmdé que el FOLFOX mejord el prondstico, aunque asocia cierto grado de neurotoxicidad a largo
plazo y diarreas (Andre y cols., 2004 y 2009; Weiser y Salfz, 2015).

Otro esquema aceptable para el estadio Il es el CapeOx (capecitabina oral y oxaliplatino
infravenoso) con la superviviencia global a los 5 anos y la supervivencia libre de enfermerad es
comparable con el equema 5-FU con LV y con el FOLFOX (Cassidy y cols., 2008; Haller y cols., 2011;
Weiser y Salfz, 2015).

En los estudios sobre el efecto beneficioso de los inmunomoduladores en el estadio IV han
demostrado la actividad antitumoral de los siguientes farmacos: irinotecdn, el bevacizumab vy el
cetuximab. Hay suficiente evidencia cientifica para demostrar que el cetuximab es activo sdlo en los

pacientes con tumores sin mutaciones en el gen KRAS. En los estudios realizados sobre estos fdrmacos
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se observd que presentan dudoso o ninguno beneficio clinico en los pacientes con tumores en
estadios, Il o lll e incluso aumentan la toxicidad de tratamiento adyuvante y se asocian con tasas mds
altas de morbimortalidad. El cetuximab puede reducir la supervivencia libre de enfermedad en
pacientes mayores de 70 anos (Saltz y cols., 2007; Van Cutsem y cols., 2009; Ychou y cols., 2009; Alberts
y cols., 2012; Allegra y cols., 2013; Weiser y Saltz, 2015).

1.9.3. Tratamiento adyuvante en cancer de recto

En los casos de cdncer de recto se utiliza diferentes esquemas que en el CCR. Si el fumor es Tl
o T2 generalmente no precisa recibir fratamiento neoadyuvante y se indica cirugia con intencidn
curativa. Si se trata de una neoplasia mdas avanzada (T3, T4 o confirmacion de la presencia de gdnglios
linfaticos afectados por la enfermedad) se aplica tratamiento con quimiorradioterapia preoperatoria y
quimioterapia postoperatoria, la cual se administra siempre, independiente de la estadificacion del
tumor tras su reseccién (Maas y cols., 2010 y 2011; Dalton y cols., 2012; Habr-Gama y cols., 2014; Apelt y
cols., 2015; Weiser y Saltz, 2015, Renehan y cols., 2016; Rosellé y Cervantes 2016).

Los fdrmacos indicados en esta modalidad de tratamiento son 5-FU intravenoso o
capecitabina oral (monoterapia) junto con la radioterapia pélvica en la fase preoperatoria y el
esquema FOLFOX en la fase postoperatoria, con inicio de 4 a 6 semanas después de la intervencion
quirdrgica y duracion de cuatro meses. (Sauer y cols., 2004; Aschele y cols., 2009; Gerard y cols., 2010;
Rohy cols., 2011; Weiser y Saltz, 2015, Rosellé y Cervantes 2016).

Alrededor del 12-16% de los pacientes que reciben quimiorradioterapia neoadyuvante
presenta una remisién completa en el momento de la cirugia, la cual se confirma posteriormente en los
estudios anatomopatoldgicos (ausencia del tumor en la pared der recto y en los ganglios linfdticos
locales). Estos pacientes tienen un prondstico excelente con una supervivencia libre de enfermedad
del aproximadamente 90% a los 10 aios. Precisan vigilancia estrecha en los proximos afos con un
riesgo de recaida local entre el 5y 50% segun la serie estudiada. Gracias al diagndstico precoz son
candidatos a nueva reseccidén quirlrgica curativa temprana. Se estdn llevando a cabo mdultiples
estudios para valorar si ante la respuesta clinica completa es necesario operar a estos pacientes o
someterlos a una vigilancia estrecha y actitud expectante (Maas y cols., 2010 y 2011; Dalton y cols.,
2012; Habr-Gama y cols., 2014; Apelt y cols., 2015; Weiser y Saltz, 2015, Garcia Cabezas y cols., 2016;

Renehany cols., 2016; Roselld y Cervantes 2016).

2. ENDOTELINA

Las endotelinas (ETs) son un grupo de tres péptidos enddgenos: endotelina-1 (ET-1), endotelina-
2 (ET-2) y endotelina-3 (ET-3), siendo la ET-1 la mejor caracterizada de las tres isoformas por su

mecanismo de accion.

Las Ets junto con sus receptores (ETAR y ETBR) forman el eje de la endotelina (eje ET). A nivel
fisioldgico participan en los fendmenos de la diferenciacion y desarrollo del tejido (por ejemplo,

angiogénesis y osteogénesis), modulacién del tono vasomotor (Nelson y cols., 2003), proliferacion
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celular, produccién de hormonas, modulacién del sistema inmune y en la apoptosis (Rubanyi y cols.,
1994; Nelson et cols., 2003; Bagnato y cols., 2011; Rosano y cols., 2013). Los receptores ETAR estdn
localizados principalmente en el musculo liso vascular y son responsables de la proliferacion celular y la
vasoconstriccion. Los receptores ETBR estdn presentes en las células endoteliales y son mediadores de
la relajacion vascular por activacién de la produccion de éxido nitrico y prostaciclina, ademds,

intervienen en la depuraciéon de la ET-1 (Baltazares y cols., 2005).

Se ha demostrado que las ETs estdn involucradas con el desarrollo de diferentes enfermedades
como la hipertensidn arterial sistémica, hipertensidon pulmonar, aterosclerosis, reestenosis coronaria, fallo
cardiaco, cardiomiopatias e insuficiencia renal (Baltazares y cols., 2005). Las ETs ocupan un papel
esencial actuando sobre el crecimiento y la progresion de diversos tumores, inluyendo cdncer de
préstata, vejiga, rindn, pulmdn, cérvix, ovario, mama, colon, cerebro, melanoma y sacroma de Kaposi

(Bagnato y cols., 2005; Bagnato y cols., 2011; Nelson y cols., 2013).
Se estan realizando varios estudios clinicos basados en la hipdtesis que el eje de la endotelina
representa una nueva diana del tratamiento de estos tumores (Bagnato y cols., 2005; Nelson y cols.,

2013).

2.1. ESTRUCTURA DE LAS ETS
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Figura 3. Estructura y homologia de las ETs, cadenas de 21 aminodcidos ET-1, ET-2 y ET-3.
* Extraido de Baltazares Lipp M, Rodriguez Crespo H, Ortega Martinez J, Sotfres-Vega A, Baltazares Lipp ME. Sistema
Endotelina. Rev Inst Nal Enf Resp Mex. 2005;18(4):308-320.

Las tres isoformas de endotelina (ET-1, ET-2, ET-3) son péptidos constituidos por 21 aminodcidos
con cuatro residuos de cisteina, estableciéndose dos puentes intramoleculares de disulfuro en la Unica
a-hélice, formando una estructura semicdnica inusual (Figura 1) (Bagnato y cols., 2005; Baltazares y

cols. 2005; Rosano y cols., 2013). Los puentes de disulfuro y el dominio carboxi terminal son cruciales,
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tanto para la unién de las ETs con su receptor especifico como para conservar su actividad biolégica
(Inoue y cols., 1989, Baltazares 2005) y se encuentran en la posicidon Cys3-Cys11 y Cys1-Cys15 (Bagnato
y cols., 2005; Rosano y cols., 2013).

Todas las isoformas tienen una estructura peptidica similar. La ET-3 se diferencia de las otras dos

isoformas en el aminodcido en posicién 6 de la cadena peptidica (Bagnato y Rosano, 2008).
2.2. SINTESIS DE LAS ETS

Las ETs estdn codificadas por distintos genes (EDN 1, EDN 2, EDN 3) que se encuentran en un
cromosoma determinado 6, 1y 20 respectivamente. El gen EDN 1 codifica la endotelina 1, abarca 6,8
kb de ADN gendmico y contiene cinco exones. Estd regulado principalmente a nivel de la

transcripcién (Bagnato y cols., 2005; Baltazares y cols., 2005; Rosano y cols., 2013).

La ET-1 se sintetiza predominantemente por células del endotelio, aungue también por células
de musculo liso vascular (Lerman y cols., 1991; Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2005), células
epiteliales, mesangiales, células de la glia, hepdticas (Emori y cols., 1991; Russelll y cols., 1999; Nelson y
cols., 2003), macrdfagos, leucocitos, fibroblastos, cardiomiocitos y podocitos (Nufez y cols., 1990; Resink
y cols., 1990; Firth y cols., 1992; Kohan, 1997; Bagnato y cols., 2011).

La ET-2 se produce principalmente en el rindn y en el intestino por células aun no identificadas,

asimismo, es producida por la placenta, Utero y miocardio.

La ET-3 se produce en el cerebro, tracto digestivo y en menor proporcién en los pulmones,

gldndulas suprarenales y rindn (Nelson y cols., 2003; Baltazares y cols., 2005; Bagnato y cols., 2011).

Las tres ETs se sintetizan como prehormonas y son procesadas a péptidos activos en un proceso
similar para las tres ET. La via metabdlica de la sintesis de la ET-1 es la mds caracterizada y conocida. El
ARN mensajero (ARNm) de la ET-1 humana codifica a la pre-proendotelina-1 de 212 aminodcidos que,
mediante una endopeptidasa con accién proteolitica, se transforma en big-endotelina-1 de 39
aminodcidos (Big-ET-1). Este fragmento es posteriormente procesado por la enzima convertidora de
endoftelino-1 (ECE-1), que es una metaloendoproteasa (tiene diferentes formas intracelulares y ofras
unidas a la membrana celular), que rompe la unidn en la posicién triptéfano 21 - valina 22 (Trp21-Val22)

transformando la Big-Et-1 en ET-1, de 21 aminodcidos (Baltazares y cols., 2005).

La ET-1 no se almacena en las células, pero ante un estimulo determinado el ARNm induce la
sintesis de la ET-1 en minutos y es secretada. El 75% de la ET-1 se libera hacia las células adyacentes al
endotelio, donde se une a receptores especificos actiando primariamente como una sustancia
paracrina y autocrina y no como una hormona circulante. No obstante, es posible detectar niveles de
ET-1 en plasma, donde se correlacionan con la severidad de algunos procesos patoldgicos, tales como
la insuficiencia cardiaca congestiva, la hipertensidn arterial pulmonar o el cdncer (Baltazares y cols.,
2005).

La vida media de la ET-1 en la circulacién es de 4-7 minutos. Pueden distinguirse al menos

cuatro vias de degradacidén de la ET-1: (1) a través del sistema lisosomal con la captacion regulada por
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el receptor ETBR; (2) el catabolismo mediado por la endopeptidasa extracelular neutral (NEP,
neprilisina); (3) regulacién a fravés de la ECE-1; (4) recaptacion de la endotelina circulante
(aproximadamente 80-90%) por el pulmdn, rifdn, y, en menor proporcién, por el higado (Abassi y cols.,
1992; Rubin y cols., 1994; Xu y cols., 1994; Bremnes y cols., 2000; Bagnato y cols., 2005; Baltazares y cols.,
2005; Bagnato y cols., 2011).

2.2.1. Regulacién de la sintesis de endotelina-1

La sintesis de la ET-1 puede ser inducida por mds de 20 estimulos diferentes, por ejemplo la

tensiéon pulsdtil, lesidn endotelial, cambios en el pH, factores fisicoquimicos como los ésteres de forbol,
la trombina, angiotensina I, la insuling, la proteina quinasa C, el TGF B, el factor inducible por la hipoxia
(HIF 1) a nivel del promotor préximal y los mineralocorticoides, la glucosa, el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), el interferdn-y, y la interleuquina 1-B (IL 1-B) a nivel del promotor distal (Bagnato y cols., 2005;

Baltazares y cols., 2005; Rosano y cols., 2013).

La biosintesis de la ET-1 también puede ser estimulada por el ejercicio miocdrdico y algunos
factores de riesgo cardiovascular, como un elevado nivel de colesterol, lipoproteinas de baja
densidad y glucosa, deficiencia de estrogenos, obesidad, mediadores procoagulantes semejantes a
trombina (Baltazares y cols., 2005).

La inhibicién de la sintesis (de la produccidn y la secreccién) estd regulada por los
vasodilatadores como &éxido nitrico, prostaglandinas PGlz y PGE2, y el péptdo natriurético auricular
(Rubin y cols., 1994; Bagnato y cols., 2005; Baltazares y cols., 2005).

2.3. MECANISMO DE ACCION

Las ETs ejercen sus efectos mediante su unién con los receptores de la superficie celular (Nelson
y cols., 2003). Los ETAR y ETBR pertenecen al grupo de receptores acoplados a las proteinas G (GPCRs,
G protein — coupled receptors) (Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2005; Baltazares y cols., 2005;
Bagnato y cols., 2011).

El sistema endotelina se puede bloquear a fravés de dos vias: (1) la inhibicidn de la enzima
convertidora de endotelina (ECE); (2) el uso de los antagonistas de ET-1 que bloguean a los receptores.

Esta Ultima es la via mds eficiente (Baltazares y cols., 2005).

El ETBR fiene afinidades iguales para las tres ETs, mientras que el ETAR exhibe una mayor
afinidad por las ET-1 y ET-2 dos veces superior a que tiene por la ET-3. Ambos receptores activan una
cascada de senalizacion similar, causando una gama de respuestas pleiotrépicas (Davenport, 2002;
Bangato y cols., 2011; Rosano y cols., 2013). La cadena c-terminal intracitoplasmdtica de ambos
receptores difiere, lo que da lugar a efectos intracelulares contrapuestos (Nussodorfer y cols., 1999;
Bagnato y cols., 2011).
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Figura 4. Las ETs, sus células de origen, sus receptores y funciones fisioldgicas.
* Exfraido de Nelson J., Bagnato A., Battistini B., Nisen P. The Endothelin Axis: Emerging Role In Cancer. Nature
Reviews Cancer 2003;3:110-116.

Los ETAR y ETBR se expresan en una variedad de tejidos normales incluyendo sistema
cardiovascular (mUsculo liso vascular, corazdn, cardiomiocitos, fibroblastos), sistema nervioso central
(nervio trigémino, cerebro, neuronas sensoriales de pequeno didmetro), de epitelio renal y células
endoteliales, de préstata, de mama y tejido del sistema reproductivo femenino (Molenaar y cols., 1993;
Karet y Davenport, 1996; Kuc y Davenport, 2004; Baltazares y cols., 2005; Schinelli, 2006; Smollich y
WUlfing, 2008; Khodorova et al, 2009; Chichorro et al., 2010; Bagnato y cols., 2011). Esta expresion
diferencial de los subtipos de los receptores de la ET en los tejidos es dindmica y contribuye a las

diferentes acciones de las tres ETs (Levin, 1995; Nelson 1996).

En condiciones normales los dos tipos de receptores estdn distribuidos en distintas partes en un
mismo tejido. Por ejemplo, a nivel vascular, los receptores ETAR estdn presentes generalmente en el
musculo liso vascular y son responsables de inducir proliferacién celular y vasoconstriccion. Los
receptores ETBR son mediadores de la relajacion vascular por activacién de la sintesis de éxido nitrico y
prostaciclina, aungue la estimulacion de los mismos también puede cuasar vasoconstriccién. Ademds,
intervienen en la depuracion de la ET-1. Se encuentran principalmente en las células endoteliales y en
menor proporcién en las células de musculo liso. Se han encontrado ampliamente distribuidos en el

rindén, higado, Utero y en menor cantidad, en el cerebro y sobre los astrocitos (Baltazares y cols., 2005).

El efecto de las ETs depende del receptor estimulado, por ejemplo, estimulando ETAR, las ETs
causan vasoconstriccién, brococonstriccidon, mitogenesis, dolor agudo o neuropdtico, frenan la
apoptosis, influyen sobre el balance electrolitico, la formacion de la matriz y la angiogenesis. La
estimulacion del ETBR provoca vasodilatacidon, angiogenesis, dolor y en menor medida

vasoconstriccidén y mitogenesis (Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2005; Bagnato y cols., 2011).
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El descubrimiento del papel del eje ET y el efecto del uso de los antagonistas de los receptores
de la ET ha permitido pensar que el bloqueo del eje mendiante los antagonistas, puede ser una nueva
diana terapéutica para diferentes enfermedades, incluyendo cdncer. Existen varios tipos de moléculas
capaces de bloquear los receptores de forma selectiva o de forma mixta (ETAR y ETBR) (Nelson y cols.,
2003).

2.4. FUNCIONES BIOLOGICAS EN TEJIDO SANO Y ORGANOS

La funcién del eje ET en la vasoconstricciéon se estd investigando en modelos de hipertension
arterial, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal, arteriosclerosis, reestenosis coronaria, hipertension
pulmonar y cardiomiopatias. El antagonista mixto de ambos receptores (bosentan) ya estd aprobado
para tratamiento de la hipertensién pulmonar y se estdn realizando ensayos clinicos para averiguar su
efectividad para tratar insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad coronaria y vasoespasmo

cerebral (Nelson y cols., 2003; Baltazares y cols., 2005; Bagnato y cols., 2011).

Por otro lado, la ET-1 es un mitdgeno directo de células de musculo liso que activa ambos
receptores y estimula la produccién de citoquinas y factores de crecimiento (Luscher y cols., 2000;
Galie y cols., 2004). La ET-1 también posee una potente accidn proinflamatoria: induce agregacion

plaguetaria y estimula la produccién de aldosterona (Belloni y cols., 1996; Galie y cols., 2004).

2.4.1. Efecto de la ET-1 sobre los vasos sanguineos sistémicos

La ET-1 produce una marcada vasoconstricciéon, superando las propiedades vasoconstrictoras
de la angiotensina-ll (Ang Il) y de las catecolaminas. Junto con el mondxido de nitrégeno (NO) induce
vasodilatacién fras su unién a los ETBR localizados en el endotelio vascular; en cambio los receptores
ETAR y ETBR localizados en la capa de musculo liso vascular contribuyen en la vasoconstriccion en la
circulacion mesentérica y cerebral, reduciendo el flujo sanguineo. En los vasos pulmonares, sin

embargo, produce un incremento en dicho flujo (Josko y cols., 2001; Baltazares y cols., 2005).

2.4.2. Efecto de la ET-1 sobre la presiéon arterial

Se ha observado que la ET-1 y el receptor ETAR contribuyen en el mantenimiento basal del
tono vasomotor y de la presidon sanguinea en los humanos (Haynes y cols., 1995). Inicialmente al
administrar la ET-1 en la sangre existe una disminucidon de la presidn arterial, probablemente debido a
la produccion de NO y del péptido natriurético; posteriormente se produce un incremento dosis-
dependiente en la presién sanguinea secundario a la vasoconstriccidon, y un incremento en la

resistencia vascular (Josko y cols., 2001; Baltazares y cols., 2005).
2.4.3. Efecto de la ET-1 sobre el corazén
Su administracion sistémica aumenta la resistencia vascular coronaria produciendo unad

respuesta vasoconstrictora y participa en la etiologia del vasoespasmo coronario. Igualmente tiene

efectos sobre la agregacién plaguetaria y la formacion de frombos, lo cual agrava patologias como la
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ateroesclerosis y la isquemia coronaria. Por otra parte, se ha observado, en modelos animales, que el
incremento subito en la produccién de la ET-1 vascular estd asociada con la remodelacion e
hipertrofia en el corazén de rata probablemente debido al efecto que tiene sobre los miocitos

cardiacos (Ishikawa y cols., 1988; Baltazares y cols., 2005).

2.4.4. Efecto de la ET-1 sobre los vasos sanguineos pulmonares

En los pulmones los receptores de la ET-1 tienen una distribucidn variable en los vasos,
bronquios y alvéolos. Los receptores ETAR estan localizados a lo largo de la arteria pulmonar, vy los
receptores ETBR predominan en el musculo liso de la via aérea, en los capilares y en el tejido de la

pared alveolar.

La ET-1 induce broncoconstriccion in vivo mediante de dos mecanismos: (1) estimula la
biosintesis de tromboxanos y la activacién de sus receptores situados en las células de musculo liso
bronquial (Rubanyiy cols., 1994); (2) en el sistema autocrino siendo la ET-1 secretada por las células del

epitelio bronquial y en este modo se puede unirse nuevamente a células de musculo liso.

Se han desctrito multiples mecanismos en los cuales la ET-1 contribuye en la aparicién de la
hipertensién pulmonar que incluyen la disfuncion endotelial en la circulacion pulmonar,
vasoconstriccién pulmonar, remodelacion vascular y los fendmenos que participan en el incremento
de las resistencias vasculares pulmonares. Las células endoteliales modifican la actividad de las células
de musculo liso aumentando la sintesis de los vasodilatadores, como prostaciclinas y NO, vy
vasoconstrictores y mitdgenos, como tfromboxano A2 y ET-1(Baltazares y cols., 2005).

2.4.5. Efecto de la ET-1 sobre rifidn

Los rindnes humanos tienen alta capacidad de producir la ET-1 y ademds contfienen una
importante concentracidon de los receptores de la ET-1. La administracion sistémica de altas dosis de ET-
1 causa incremento en la resistencia vascular renal, disminucién en el flujo sanguineo renal y en el
grado de filtracién glomerular, lo que provoca un descenso significativo de la perfusion vy filtracién renal

y por lo tanto disminucién de la diuresis (Baltazares y cols., 2005).

2.5. ETS Y CANCER

Se ha demostrado la implicacion de la ET-1 en diversos tipos de tumores, como las neoplasias
de ovario, de mama y de cérvix, de prdstata, de rinon y de vejiga, de pulmdn y, ademds en

melanoma y CCR.
2.5.1.1. Efecto de la ET-1 sobre los tejidos tumorales

La expresion aberrante de la ET-1, o la sobreexpresion de los receptores de endotelina o de sus
circuitos de la sefnalizacién puede contribuir a la iniciacidén del tumor y la progresién a fravés de

mecanismos autocrinos y paracrinos. El mecanismo subyacente a la progresién de los tumores consiste
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en la activacidon aberrante de los receptores de la ET-1 debida a la sobreexpresion de los misos, la
pérdida de un regulador negativo o por la expresién desregulada de los receptores de la ET-1 (Rosano
y cols., 2013). Estos mecanismos de alteracion pueden surgir a partir de cambios genéticos y
epigenéticos.

Se ha demostrado que la ET-1 contriubuye directamente al crecimiento del tumor y modula las
interacciones tipo tumor-hlesped en diversos tipos de cdncer. Actia no solamente sobre las células
tumorales, sino también sobre los tejidos adyacentes y la red capilar (Bagnato y cols., 2005),
contribuyendo a la neovascularizacién, linfangiogenesis (crecimiento de las células de la red linfdtica),
migracién de los fibroblastos y algunas ofras células de la respuesta inflamatoria. De este modo
participa en el desarrollo del tejido tumoral (Rosano y cols., 2013). ETAR media mdltiples actividades
pro-cancerosas como la proliferacidon celular, el escape de la apoptosis, promueve la invasién vy la
diseminacién metastdsica, modula la respuesta inmune al proceso tumoral, altera los estimulos
nociceptivos y como ya mencionamos anteriormente, la angiogénesis (Bagnato y cols., 2005; Bagnato
y cols., 2011; Rosano y cols., 2013).
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Figura 5. Interacciones microambientales reguladas por la ET1 sobre la progresion y crecimiento tumoral.
* Extraido de Rosano L., Spinella F., Bagnato A. Endothelin 1 in cancer: biological implications and therapeutic
opportunities. Nature Reviews Cancer 2013;13:637-651.

Los receptores de la ET-1 se pueden activar en las células tumorales a través de la produccion
autocrina de ligando o en un circuito paracrino mediante la producciéon de ligando desde las células

del estroma, que lo producen fisioldgicamente o en respuesta a las células (Rosano y cols., 2013).
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La sefalizacién de la ET-1 desencadena la activacién de vias de seializacion (MAPK, PI3K-AKT,
NF-kB, B-catenina, HIF1a, RHO, fosfolipasas, PKA y via PKC1) descritas en la fisiopatologia del cdncer.
Mediante el mismo mecanismo, la ET-1 activa el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
factor de crecimiento endotelial vascular del receptor 3 (VEGFR3) (Bagnato y cols., 2005; Rosano y
cols., 2013).

La activacion transcripcional de EDN1 por B-catenina se ha observado en las lineas celulares
de cdncer de colon, préstata y ovarios donde se crea una autoamplificacién positiva en forma de un

bucle de retroalimentacién que forma un circuito autocrino de la ET1 (Rosano y cols., 2013).

Muchos procesos activados por esta via son los que estdn implicados en el funcionamiento
normal de las células y ademds en el desarrollo y la progresion del cdncer, incluyendo la proliferacion
celular, apoptosis, invasion, la angiogénesis y osteogénesis y la nocicepcion (Smollich y Walfing, 2007;
Bagnato y Rosano, 2008; Nelson y cols., 2009). La desregulacién de la activacién del ETAR puede,
como se ha mencionado anteriormente, promover el desarrollo y progresion tumoral. Las alteraciones
en las proporciones relativas del ETAR a ETBR pueden incitar la progresion de células de un fenotipo
normal a un fenotipo maligno (Nelson et al., 1996; Kohan y cols., 1997; Bagnato et al., 1999; Godara et
al., 2005; Bagnato 2011). Muchos tipos de células cancerosas, por ejemplo, de prostata, ovario, rindn,
pulmdn, cérvix, mama, vejiga, el melanoma y CCR, secretan ET-1 y el eje ET estd implicado en su
desarrollo, lo que sugiere que podria ser un objetivo muy atractivo para la terapia de estos tipos de
cdncer (Asham y cols., 2001; Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2005; Bagnato y Rosano, 2008).

2.5.1.2. ET-1 y proliferacion celular

Ambos efectos de la ET-1 sobre la proliferacion y supervivencia celular estdn mediadas por los
receptores ETAR en fibroblastos, células epiteliales y del muUsculo liso vascular y por ETBR en las células

endoteliales (Nelson y cols., 2003).

Aungue los diferentes tipos de células del cdncer varian en sus respuestas a la estimulaciéon de
crecimiento por la ET-1, es evidente que la sefalizacién autocrina de la ET-1 tiene un papel significativo
en la proliferacién celular. Los estudios sobre las células del cédncer de la préstata, cuello uterino y
ovario revelaron que el crecimiento espontdneo fue inhibido por los antagonistas ETAR, como
atrasentan (ABT-627 que disminuye los niveles de las proteinas antiapoptdticas como Bcl-2, Bel -XL y
survivina) y zibotentan (ZD4054), lo que demuestra que la ET-1 enddgena actla como un modulador
autocrino de la proliferacion celular a fravés del ETAR. La actividad mitogénica de la ET-1 puede ser
amplificada por interacciones sinérgicas con otros factores de crecimiento, incluyendo EGF, factor de

crecimiento de fibroblastos bdsico, insulina, TGF e IL-6 (Rosano y cols., 2013).
2.5.1.3. ET-1 y la supervivencia de las células tumorales

La ET-1 es un factor antiapoptdtico en diferentes tipos de células y actia modulando las vias
de supervivencia celular (Nelson y cols., 2003; Rosano y cols., 2013). El bloqueo del ETAR resulta en un
descenso en la actividad antitumoral a través de la inhibicién del crecimiento y mediante la induccidon
de la apoptosis (Rosano y cols., 2013). Por ejemplo, el bloqueo del ETAR por atrasentan en células de

cdncer de prostata induce la disminucion de los niveles de las proteinas antiapoptdticas como Bcl-2,
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Bcl-XL y surviving, lo que conduce a la muerte celular. Un efecto parecido se observa en el cdncer de

ovario por el antagonista especifico ETAR BQ-123 (Rosano y cols., 2013).

Resumiendo, el bloqueo del ETAR contribuye a la actividad antitumoral mediante la inhibicidon
del crecimiento y mediante la induccién de apoptosis. Combinando el uso de los antagonistas
selectivos de ETAR o los antagonistas de ambos receptores (macitentan) con la quimioterapia
convencional in vivo e in vitro se ha demostrado mds eficaz en la induccidn de apoptosis en el cédncer

de ovario, CCR, cuello uterino y préstata (Rosano y cols., 2013).
2.5.1.4. Impacto de la ET-1 sobre la migraciéon celular y la invasién

La capacidad de ET-1 para interrumpir las comunicaciones intercelulares combinada con los
efectos sobre la matriz extracelular acentlUa la importancia de los receptores ET-1 en la regulaciéon de
las interacciones célula-célula o célula-matriz durante la progresion maligna. Durante esta progresion
del cdncer, las células tumorales estdn estimuladas para liberar proteasas para perder la polaridad de
las uniones celulares y adquieren un fenotipo mesenquimal, para poder desestructurar e invadir la
matriz extracelular (ECM) y migrar a sitios distantes (Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2005; Rosano y
cols., 2013). Estos cambios se caracterizan por el desmontaje de las uniones intercelulares (GJICs) vy la
reorganizacién de los complejos de adhesién del sustrato celular, y una remodelaciéon sustancial del
citoesqueleto. Se supone que el papel de la ET-1 (investigado en las lineas de cdncer de mama) es
mediar estos cambios, lo que confirma que la sobreexpresidon y la secrecion aberrante de la ET-1 (junto
a lactoferrina en estos casos) promueven la migracién celular e invasién. Similares resultados se han

obtenido en las lineas de melanoma (Rosano y cols., 2013).

La ET-1 regula dos familias de proteasas relacionadas con las metdstasis: (1) las
metaloproteinasas (las MMPs, tales como MMP2, MMP3, MMP7, MMP9, MMP13); vy (2) el activador del
plasminégeno tipo uroquinasa. Ambas familias participan en la degradaciéon de la matriz extracelular.
La ET-1 no solamente activa estos enzimas, pero a la vez disminuye la secrecion del inhibidor tisular de
la MMP1 (TIMP1) y de la MMP2 (TIMP2) (Salani y cols., 2000; Bagnato y cols., 2005; Rosano y cols. 2013).

Ofra via de la contribucion de la ET-1 en la progresion tumoral se basa en el aumento de la
motilidad de las células tumorales a través de la activacion del sistema p125 FAK (quinasa de adhesidon

focal), paxilina, la familia de las proteinas RHO y de las integrinas.
2.5.1.5. ETs y metastasis

En varios estudios se ha descrito una amplia gama de posibles efectos de la ET-1 sobre la
invasién metastdsica. En un modelo de ratén se observd que un antagonista de los receptores de la ET-
1 (macitentan) en combinacién con paclitaxel impidié la progresién del cdncer de ovario mediante la
inhibicion de las vias de supervivencia tanto en las células tumorales, que expresan ETAR, y en las

células endoteliales asociadas al tumor que expresan ETBR.

La sobreexpresién del ETBR aumenta la incidencia de metdstasis cerebrales en un modelo
preclinico de las metdstasis de melanomas en el sistema nervioso central (SNC) y el crecimiento del

melanoma intracraneal se inhibe por el antagonista ETBR A192621. Todo ello conduce a la conclusién
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que la identificacidon del papel del ETBR en los casos de melanoma metastdsico al SNC puede
proporcionar tanto un objetivo para la intervencién terapéutica como un marcador prondstico
potencial para identificar a los pacientes con melanoma que tienen un mayor riesgo de metdstasis

cerebral.

Algunos estudios recientes demostraron que los niveles de la ET-1 son mds altos en los pacientes
con cdncer de la vejiga invasivo, que son propensos a las metdstasis y que se correlacionan con la
reduccion de la supervivencia del paciente, lo que indica la ET-1 como un biomarcador para
metdstasis pulmdn en estos casos. El tratamiento con el Zibotentan redujo significativamente el
crecimiento de células de cdncer de vejiga, pero sélo cuando el fadrmaco se administré antes de la
inoculacion celular. Es de destacar que el tratamiento con Zibotentan reduce dramdticamente el
desarrollo de metdstasis pulmonares o que se asocia con una disminucién significativa en el nimero
de los macréfagos asociados al tumor (TAM). Esto indica que el eje ET-1 - ETAR desencadena la
infiltracién por los macréfagos y la produccidn de citoquinas inflamatorias en el pulmdn antes del
desarrollo de las metdstasis. Estos resultados, que demuestran que Zibotentan reduce la respuesta
inflamatoria temprana y el desarrollo posterior de las metdstasis sugieren que los inhibidores del ETAR
podrian ser mds eficaces como agentes terapéuticos adyuvantes antes de que las metdstasis se

vuelvan clinicamente aparentes (Rosano y cols., 2013).

2.5.1.6. ET-1 y osteogénesis
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Figura 6. La endotelina-1 y remodelacién dsea.
La endotelina participa en formacion de nuevos huesos estimulando la proliferaciéon de los osteoblastos y bajando
la actividad de los osteoclastos.
* Extraido de Nelson J., Bagnato A., Battistini B., Nisen P. The Endothelin Axis: Emerging Role In Cancer. Nature
Reviews Cancer 2003;3:110-116.

En algunos estudios se ha descubierto que la ET-1 influye en la formacién de lesiones
osteobldsticas, que se observan con frecuencia en los pacientes con cdncer de préstata y, en menor
medida, con cdncer de mama metastdsico (las metdstasis en estos casos suelen ser osteoliticas). En el
microambiente de la médula, la ET-1 induce la formacion de hueso nuevo mediante la estimulacién de
la mitogénesis en osteoblastos, que expresan tanto ETAR y ETBR, por la disminucién de actividad de los

osteoclastos y la motilidad de estas células (Nelson y cols., 2003).
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Las metdstasis dseas en los modelos experimentales se inhiben por los antagonistas ETAR
(atrasentan y zibotentan), asi como por los antagonistas de ambos, ETAR y ETBR (bosentan) (Nelson y

cols.; 2003; Rosano y cols., 2013).

2.5.1.7. ET-1 y dolor

La evidencia sugiere que la ET-1 contribuye al dolor que estd asociado a la enfermedad
metastdsica. Esto ocurre por la excitacion de los nociceptores a través del ETAR, aungue
simultdneamente se produce también el efecto analgésico mediante la liberacién de B-endorfina y
activacion del receptor opioide mediado por el ETBR. Por lo tanto, el bloqueo ETAR podria representar

una opcidn terapéutica para reducir la metdstasis ésea y el dolor asociado.
2.5.1.8. ET-1 y angiogénesis y linfogénesis

Ambos procesos estdn bajo control celular y reguladores del medio ambiente incluyendo la
hipoxia local. La ET-1 parece tener efecto sobre las células de endotelio linfdtico y vascular (Nelson y
cols. 2003), células musculares lisas vasculares vy los fibroblastos lo que conlleva formacién de nuevos
vasos sanguineos vy linfaticos (Bagnato y cols., 2005; Rosano y cols. 2013). La ET-1 modula diversas
etapas de la neovascularizacion, incluyendo la proliferaciéon de células endoteliales, la migracién, la
invasion, la produccién de la proteasa y la formacién del tubo vascular y estimula la

neovascularizacion in vivo (Spinella y cols., 2002; Nelson y cols. 2003; Bagnato y cols., 2005).

A través del ETBR, estimula las células de epitelio a migrar, proliferar e invadir los tejidos
circundantes formando capilares. En estos procesos contribuyen — activados por la ET-1 — el factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF), HIF1a, ciclooxigenasas 1y 2 (COX1, COX2) y prostaglandina
E2 (Bagnato y cols., 2005; Rosano y cols., 2013). La activacién del ETAR estimula principalmente las
células del musculo liso vascular y la mitogénesis de los pericitos (células contrdctiles que envuelven las

células endoteliales de los capilares).

La activaciéon del ETAR por la ET-1 estimula la produccidn de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), que induce la proliferaciéon de células endoteliales y la permeabilidad vascular
mediante el aumento de los niveles del factor inducible por hipoxia-1a (HIF-1a), un regulador del
crecimiento de los tumores y angiogénesis (Forsythe y cols., 1996; Salani y cols., 2000; Spinella y cols.,
2002; Nelson y cols. 2003; Bagnato y cols., 2005).

En los tumores cerebrales, tales como glioma y astrocitoma, la presencia de la ET-1se

correlaciona con la vascularizacion del tumor (Nelson y cols., 2003).
2.5.1.9. ET-1 y respuesta inflamatoria

La ET-1 modula la diferenciacién y activaciéon de las células TAM (tumour-infiltrating immune
cells - células inmunes que infilfran el tumor) que se caracterizan por produccién de la ET-1 y expresion
de los receptores de la endotelina. Desencadena la produccién de los mediadores inflamatorios por

macréfagos como IL-6, quimioquinas, COX2 y MMPs, que permiten la difusion celular e invasion de
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ofros érganos (por ejemplo, metdstasis al puimdn en cdncer de vejiga que se pueden controlar

parcialmente disminuyendo el nivel de macréfagos con zibotentan).

Por otra parte, la ET-1 secretada por las células tumorales actia sobre sus receptores

localizados en los fibroblastos aislados de los tejidos normales adyacentes a los tejidos de CCR, ovario y

mama en el mecanismo que conduce a crecimiento de la matriz extracelular y aumento de tamano

tfumoral.

2.5.2. Relacién de la ET-1 en diferentes tipos de cancer

Tabla 5. La expresion de los receptores de las ETs en tumores malignos y el impacto clinico

LOCALIZACION/TIPO DE TUMOR

TIPO DE RECEPTOR

FENOTIPO ASOCIADO

Vejiga ETAR, ETBR Supervivencia |

Glioblastoma ETAR, ETBR Sin datos

Mama ETAR Supervivencia |, mtx éseas 1
Cérvix ETAR Sin datos

Colorrectal ETAR Grado de tumor 1, supervivencia |
Higado Pérdida de ETBR Sin datos

Estébmago ETAR y pérdida de ETBR Sin datos

Cabezay cuello

ETAR

Supervivencia |

Pulmoén ETAR y ETBR Supervivencia |
Melanoma ETBR Fenotipos agresivos, mtx ganglionares
Ovario ETAR Grado de tumor 1, quimioresistencia, mtx 1
Préstata ETAR Grado de tumor 1, mtx dseas 1
RiAdN ETAR ETAR asociado con grado de tumor

ETBR ETBR asociado con la supervivencia
Genital ETBR Supervivencia |

* Extraido de Rosano L., Spinella F., Bagnato A. Endothelin 1 in cancer: biological implications and therapeutic
opportunities. Nature Reviews Cancer 2013;13:637-651.

2.5.2.1. ET-1 y cancer de ovario

La demostracién de la ET-1 como un importante mediador de la progresion tumoral (a través
de la desregulacién de la senalizacion autocrina y proliferacion de las células tumorales) en el cdncer
de ovario permiti¢ identificar claramente el ETAR como una potencial diana terapéutica. Esto ha
provocado los estudios sobre varios antagonistas de los receptores ETAR. Estas pequenas moléculas
han contribuido a la comprensidn de la relevancia fisiopatoldégica del eje ET-1 y el comienzo de la
traducciéon de esta informacién en los ensayos clinicos (Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2005)
descubriendo que el antagonista selectivo del ETAR (BQ123) inhibe el crecimiento del tumor (Bagnato y
cols., 1995; Salani y cols., 2000; Del Bufalo y cols., 2002; Denkert y cols., 2002; Ferrandina y cols., 2002;
Gupta y cols., 2003; Nelson y cols. 2003; Erkinheimo y cols., 2004; Bagnato y cols., 2005; Bagnato y cols.,
2011).
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2.5.2.2. ET-1 y cancer de préstata

El aumento de la expresidn del ETAR se observa en el tumor de prostata localmente avanzado
y en los pacientes con cdncer metastdsico (Nelson y cols., 2003; Bagnato y Rosano, 2008; Bagnato y
cols., 2011).

Por otfra parte, se ha demonstrado que los antagonistas selectivos del ETAR (afrasentan)
bloguean los efectos proliferativos de la ET-1 sobre los factores de crecimiento en las células de cdncer
de préstata y sobre los osteoblastos que estdn involucrados en metdstasis dseas del cédncer de préstata

(Nelson y cols., 2003; Bagnato y cols., 2011).
2.5.2.3. ET-1 y cancer de Utero

En las lineas celulares del de cdncer de cuello uterino con VPH positivo (virus del papiloma
humano) se ha observado mayor expresion de la ET-1 y el ETAR. El BQ123 y atrasentan igualmente que
en otros tipos de cdncer inhiben la proliferacién inducida por la ET-1, el efecto que no se observa en
caso de tumor no asociado al VHP (Nelson y cols., 2003; Bangato y cols., 2011).

2.5.2.4. ET-1 y cdncer de pulmén

En el cdncer de pulmdn de células pequenas los niveles plasmdaticos elevados de la ET-1 han
sido reportados en pacientes con la enfermedad metastdsica (Nelson y cols., 1995; Nelson y cols.,
2003). Existen datos que sugieren una implicacion de la desregulacidon epigenética del ETBR en el
desarrollo y progresion del cdncer de pulmdn y identifican este gen como un prometedor biomarcador

para la respuesta a los regimenes que modulan el eje de ET (Knight y cols., 2009; Bagnato y cols., 2011).
2.5.2.5. ET-1 y cdncer de mama

Igualmente, en el carcinoma de mama los niveles de la ET-1 y de ARNm fueron mayores en
muestras del carcinoma ductal in situ de mama en comparacién con el tejido mamario normal vy el
aumento de los niveles de la ET-1 en plasma se correlacionan con la gravedad de la enfermedad

(Alanen y colsl., 2000; Bagnato y cols., 2011).
2.5.2.6. ET-1 y otros tipos de cancer

El ETBR se sobreexpresa en melanomas (Lahav, 2005) y oligodendrogliomas (Anguelova y cols.,
2005). Ademds, los andilisis de los perfiles de expresidon génica e inmunohistoquimica en lineas celulares
y biopsias del melanoma humano indentificaron el ETBR como un marcador de la progresién tumoral
asociado con un fenotipo agresivo (Bittner y cols., 2000; Demunter y cols., 2001). La activacion del ETBR
por la ET-1 o la ET-3 desencadena vias implicadas en la progresion del melanoma cutdneo y el bloqueo
del ETBR inhibe el crecimiento de xenoinjerto de melanoma humano (Bagnato y cols., 2004).
Igualmente se ha demonstrado que la inhibicién del ETBR bloguea la proliferacién celular e induce la
apoptosis de los gliomas (Takai y cols., 1992; Rai y cols., 2006; Selting y cols., 2008; Paolillo y cols., 2010;
Bagnato y cols., 2011).
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Similares resultados se han obtenido en casos de sacroma de Kaposi, meningioma (tumor

benigno del sistema nervioso central), glioblastoma multiforme (fumor maligno del SNC), céncer de

pulmdn y de mama (Nelson y cols., 2003; Bangato y cols., 2011).

2.6. OPORTUNIDADES TERAPEUTICAS

La variedad de los antagonistas de los receptores de la ET, las indicaciones para su utilizacién

en diferentes enfermedades y las fases de los estudios actUales muestra la siguiente tabla:

Tabla 6.
NOMBRE MARCA TIPO INDICACIONES FASE ViA DE
ADMINISTRACION
Atrasentan Abbott ETAR Prostata con metdstasis 1l Oral
(selectivo)
Préstata sin metdstasis) Il Oral
YM 598 Yamanaouchi ETAR Prostata con metdstasis I Oral
(selectivo)
Préstata sin metdstasis) I Oral
AZD 4054 AstraZeneca ETAR Préstata I Oral
Bosentan Actelion ETAR/ETBR Hipertension pulmonar Aprobado Oral
Melanoma con metdstasis I Oral
Tezosentan Actelion/Genetech | ETAR/ETBR Hipertensidn arterial I Oral/iv
J104132 Banyu/Merck ETAR/ETBR Insuficiencia cardiaca I Oral
congestiva
Hipertensién arterial
Sitaxsentan ICOS-Texas Biotech | ETAR Insuficiencia cardiaca I Oral/iv
congestiva
Ambrisentan | Myogen ETAR Enfermedades Il Oral
cardiovasculares y renales
SPP 301 Speedel ETAR Enfermedades I Oral
Development cardiovasculares
Endotentan Bristol-Myers Squibb | ETAR Insuficiencia cardiaca I Oral
congestiva
SO0139 Shionogi ETAR Insuficiencia cardiaca I Oral
congestiva
Zibotentan AstraZeneca ETAR Prostata con metdstasis 1l Oral
(especifico)
Préstata sin metdstasis) Il Oral
Carcinoma no microcitico I Oral
de pulmodn
Macitentan Actelion ETAR/ETBR Glioblastoma Oral

* Basado en Nelson J., Bagnato A., Battistini B., Nisen P. The Endothelin Axis: Emerging Role In Cancer. Nature Reviews
Cancer 3: 110-116 (2003) y Rosano L., Spinella F., Bagnato A. Endothelin 1 in cancer: biological implications and
therapeutic opportunities. Nature Reviews Cancer 2013;13:637-651.

La inhibicion del eje ET usando antagonistas de los receptores de la ET especificos, selectivos o
de ambos receptores representa un atractivo enfoque especifico para el tratamiento de cdncer. Se
estdn evaluando actialmente mds de 15 antagonistas del ETAR y o antagonistas del ETBR para una
variedad de indicaciones, incluyendo la enfermedad cardiovascular y el cdncer. Los antagonistas
selectivos de ETAR y ETBR, BQI123 y BQ788 han sido valiosas herramientas para la evaluacion de

antagonismo del receptor de la ET y se han utilizado en modelos preclinicos. Sin embargo, como estos
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agentes ambos son péptidos su utilidad en el dmbito clinico ha sido limitado. Aunque no hay datos
publicados con el BQ788 en los humanos, se han realizado una serie de estudios usando el BQ123 en un
entorno en el que el acceso a la pequena molécula de los agentes no peptidicos no ha sido posible
(Spratty cols., 2.001).

Se ha demostrado que el ETAR es el receptor principal implicado en los procesos neopldsicos,
por lo cual los enfoques terapéuticos se estdn centrando en los antagonistas del ETAR. Hasta la fecha,
los antagonistas de ambos receptores ETAR/ETBR (bosentan, macitentan), los antagonistas selectivos
del ETAR (atrasentan e YM-598) y el antagonista especifico (zibotentan) son los Unicos antagonistas del
receptor de la ET que han sido evaluados tanto en los estudios preclinicos y en la oncologia clinica

(Bagnato y cols., 2011; Rosano y cols., 2013).

Hay menos evidencia sobre el efecto terapéutico de los antagonistas selectivos del ETBR (por
ejemplo, IRL-1620) que aumenta la perfusion de los tejidos cancerosos incrementando las posibilidades

de quimio- y radioterapia (Rosano y cols., 2013).

2.7.ETSY CCR

Se ha observado un aumento de la expresién del ARNm de pre-pro Et-1 y ECE-1 en los
adenomas y adenocarcinomas colorrectales en comparacién con el colon normal (Egidy y cols., 2000;

Rosano y cols., 2008; Leon y cols. 2014).

Igualmente, en el 80% de los principales cdnceres de colon humano, el gen EDN1 se encuentra
sobreexpresado. Este gen se sobreexpresa, in vivo e in vitro, por acciéon de la B-catenina, que es la
responsable del inicio de la mayoria de los cdnceres de colon. Existe una zona especifica de unién en
la region promotora del gen de la ET-1, denominada TCF-4, y la inhibicién en la sefalizacién para la
unidn de la B-catenina produce una disminucién en la expresién de ET-1 (Kim y cols., 2005; Leon y cols.,
2014).

La ET-1 es secretada por las lineas celulares del carcinoma de colon humano y de rata
(adenomas y adenocarcinomas). En estos casos la ET-1 y el receptor ETAR tienden a tener una mayor
expresidon en comparacién con las células de colon normal. La ET-1 parece proteger las células
cancerosas de la apoptosis inducida por FASL. Este receptor pertenece al grupo de la familia de los
factores de necrosis tumoral, se une con el FASL (FAS ligand) e induce la muerte celular activando las
caspasas (enzimas del grupo de los mediadores esenciales de la apoptosis). El mismo efecto sobre la
muerte celular tiene Paclitaxel, un medicamento ufilizado para fratamiento de algunos tumores
malignos. Se ha observado que en las lineas de cdncer colorrectal la ET-1, actUando sobre el receptor
ETAR, funciona como factor de supervivencia inhibiendo la apoptosis mediada por el FASL (Nelson y
cols., 2003, Leon y cols., 2014).

En células de colon normal, el receptor ETAR estd situado a nivel de las células endoteliales. En
las células tumorales la expresion de este receptor estd elevada a fravés de mecanismos dependientes
de proteinas quinasas que inducen la produccién de VEGF y contribuye a la angiogénesis vascular

(Hoosein y cols., 2007).
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Como se ha mencionado anteriormente los niveles plasmdticos de la ET-1 estdn incrementados
en los pacientes con CCR, asi como en un modelo de CCR singénico en ratas. Estd demostrado que la
inhibicién del receptor ETAR con un antagonista selectivo (BQ123) reduce significativamente el tamano

de las metdstasis en el higado (Asham y cols., 2001; Bagnato y cols., 2011).

El nUmero de los receptores ETBR se encuentra disminuido en las células tumorales de CCR en
comparacién con células normales (Pao y cols., 2001), lo que puede contribuir en el aumento de los
niveles de la ET-1, teniendo en cuenta la fusién de los receptores ETBR en la degradacién de la ET-1
(Hoosein y cols., 2007).

En un articulo recientemente publicado se presentaron los resultados de un estudio donde se
observd el impacto que tiene la melatonina sobre las células de CCR. La melatonina es una hormona
gue se encuentra en forma natural en el cuerpo, sintetizada en varios érganos como la gldndula pineal
o el tracto gastrointestinal. En el estudio descrito se menciona que la melatonina inhibe el crecimiento
del CCR tanto in vitro como in vivo y ademds aumenta la eficacia de los agentes quimioterapéuticos,
aungue el mecanismo era incierto. Igualmente se ha observado en ofros estudios no relacionados con
cdncer, que la melatonina inhibe la sintesis de la ET-1. Los autores plantean la hipdtesis y
posteriormente demuestran que la melatonina efectia sobre las células cancerosas comprometiendo
el eje ET: inhibe la expresion de EDN1 - ARNm y de la ECE-1, disminuye la secrecidn de la ET-1 de las
células tumorales in vitro. El impacto sobre el EDN1 - ARNm se realiza mediante inhibicién de FoxO1
(fosforilacion) y NF-kB, ambos son factores de transcripcion del EDN1 implicados en la progresiéon
tumoral (Leony cols., 2014).

Varios estudios han revelado que la inactivacién epigenética de EDN2 y EDN3 se produce con
frecuencia en colon y puede ser un paso necesario que conduce al cdncer. Ante estas observaciones,
es posible plantear la hipdtesis de que el EDN2 y EDN3 pueden estar silenciados inicialmente en el
desarrollo del cdncer para eludir la competencia con la ET-1 para sus receptores. Estos hallazgos
podrian sugerir que las ET-2 y ET-3 presentan un papel importante en el CCR y pueden abrir nuevas
posibilidades terapéuticas con el uso de los antagonistas no selectivos de los ETAR y ETBR (Wang y cols.,
2013).

3. HEMOOXIGENASA

La hemooxigenasa (HO) es una enzima que participa en el catabolismo intracelular del grupo

hemo.

El grupo hemo es un grupo que forma parte de diferentes proteinas llamadas hemoproteinas,
de las cuales destacan la hemoglobina, la mioglobina, los citocromos, catalasa, peroxidasa,
oxigenasa, las ciclooxigenasas (COX 1y 2) y la éxido nitrico sintasa endotelial (iNOS). El grupo estd

constituido por el ion Fe2* y un anillo de porfirina.

En el proceso de la degradacién del hemo, la hemooxigenasa conduce a la liberacion de tres

productos fundamentales: la biliverdina (un anfioxidante, posteriormente convertida a la bilirubina
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mediante la reduccién por la biliverdina reductasa), el hierro libre (Fe?*) y el mondxido de carbono
(CO).

HEM O BILIVERDIN A
OXIGENASA REDUCTASA

Fez+, CO, 3H,0 NADPH + H

NADP*

30, N AD P*

NADPH + H

COOH
B BILIVERDIN A

>

GRUPO HEMO BILIRRUBINA

Figura 7. Degradacién del hemo porla HO-1
* Extraido de Orozco Ibarra M, Pedraza Chaverri J. Hemo oxigenasa: aspectos bdsicos y su importancia en el sistema
nervioso central. Arch Neurocien 2010;15(1):47-55.

Existe una isoforma de la hemooxigenasa denominada la hemooxigenasa-1 (HO-1), que no
solamente estd implicada en la degradaciéon del grupo hemo sino también en la modulacién de los
procesos inflamatorios, antioxidantes y en el bloqueo de la apoptosis (Maines, 1997; Sdnchez y cols.,
2005; Orozco y Pedraza, 2010).

En condiciones fisioldgicas la HO-1 estd presente en todos los tejidos en bajas concentraciones,
pero su expresion aumenta considerablemente en caso de dano celular. Ademds, se ha demostrado
que el crecimiento de la mayoria de los cdnceres estd relacionado con la HO-1 (Fang y cols., 2004). La
respuesta adaptativa de la HO-1 a diversos estimulos y la participacion en los procesos neopldsicos
sugieren que los enfoques farmacoldgicos dirigidos a sus inhibidores y/o estimuladores pueden dar
lugar a nuevas estrategias para la terapia antitumoral y ademds la proteccidon contra los procesos

inflamatorios y lesiones oxidativas de los tejidos (Fang y cols., 2004; Zhu y cols., 2011).
3.1. GENERALIDADES

La hemooxigenasa es una proteina descubierta en los afos sesenta por Wise y Drabkin como
la enzima responsable del catabolismo oxidativo del grupo hemo a la biliverdina (BV). Posteriormente
Tenhuen confirmd estas observaciones y empezd los estudios para una mejor caracterizacion de la
sustancia. En los anos ochenta se descubrié su isoforma inducible llamada la HO-1 o heat shock
protein-32 (HSP-32) (Wise y Drabkin, 1964; Tenhuen y cols., 1968 y 1969; Hill-FKapturczak y cols., 2002;
Morse y Choi, 2002; Fang y cols., 2004; Sdnchez y cols., 2005).

Existen ofras dos isoformas de la hemooxigenasa: la hemooxigenasa-2 y la hemomoxigenasa-3.

Estas isoformas estdn expresadas de forma constitutiva en los tejidos, en condiciones fisioldgicas sin
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necesidad de ningun tipo de induccién. Las dos isoformas catalizan la misma reaccién de la
degradacién del hemo que la HO-1, pero tienen diferentes caracteristicas bioquimicas, estructuras
moleculares, mecanismos de regulacion y distribucién tisular por lo cual se supone que pueden tener
distintas funciones celulares (Willis y cols., 1996; Maines, 1997; Wagener y cols., 1999; Guo y cols., 2001;

Hill-Kapturczak y cols., 2002; Sikorski y cols., 2004; Orozco y Pedraza, 2010).

Hay multitud de evidencias que demuestran las funciones antiinflamatorias, antioxidantes y
antiapoptdticas de la HO-1, tanto por su actividad propia y como por la actividad de los productos
que genera su induccidn. Participa en la fisiopatologia de numerosas enfermedades del sistema
cardiovascular, respiratorio, inmune, digestivo, endocrino, nervioso y renal y también en los
mecanismos implicados en los tfrasplantes. Se estima que es la enzima mds inducida por diferentes
estimulos en el cuerpo humano. (Ryter y Tyrrell, 2000; Alcaraz y cols., 2003; Fang y cols., 2004; SGnchez y
cols., 2005).

La sobreexpresidon de la HO-1 por diversos inductores quimicos conduce a la activacion de su
propiedad citoprotectora, lo que se ha demostrado experimentalmente tanto in vitro como in vivo

(Fang y cols., 2004).
3.2. ESTRUCTURA Y LOCALIZACION DE LA HEMOOXIGENASA-1

La HO-1 es una proteina de 32kDa. En condiciones fisioldgicas se encuentra con mayor
actividad en el bazo, donde los eritrocitos senescentes son secuestrados y destruidos y en el higado,
donde en los microsomas hepdticos catalizan la degradaciéon del hemo. En el caso de que se
produzca su induccién, aunque presente en todos los érganos v tejidos, se expresa mds en el endotelio
y musculo liso del sistema vascular (Siow y cols., 1999; Otterbein y Choi, 2000; Wunder y Potter, 2003;

Fang y cols., 2004; Orozco y Pedraza, 2010).
3.3. REGULACION DE LA HEMOOXIGENASA
3.3.1. Genes

La induccién de la HO-1 por los diversos estimulos extracelulares se debe a la sintesis del ARNm
del gen de la HO-1 mediante multiples factores de transcripcion sensibles al estrés: AP-1, AP-2, NF-kB y
Nrf2 (Alam y Cook, 2007; Orozco y Pedraza, 2010).

En los humanos existe polimorfisimo satélite en el promotor del gen de la HO-1 que
probablemente es el responsable de la respuesta transcripcional. Los sujetos con un menor nUmero de
repeticiones (GT)n presentan mayor expresion de la HO-1 y clinicamente presentan mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares, renales y neoplasias (Exner y cols., 2004; Orozco y Pedraza, 2010; Zhu y
cols., 2010).

3.3.2. Factores de regulacion de la hemooxigenasa

De las 3 isoformas de la hemooxigenasa de mamifero, la HO-1 es la mds sensible al estrés y es

conocida por modulares las funciones celulares tales como la produccidn de citoquinas, la
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proliferacién celular y la apoptosis, contribuyendo en la adaptacién y a la proteccién de los érganos y

tejidos de lesiones agudas (Choi y cols., 2003).

Su expresidbn aumenta en presencia de numerosos estimulos inductores del estrés celular como
la hipoxia, la hiperoxia, el chogque térmico, hemorrdgico e isquemia, el déficit de hierro, las endotoxinas
bacterianas (lipopolisacdrido), las radiaciones ionizantes, las citoquinas y otros mediadores
inflamatorios, lipoproteinas oxidadas de baja densidad, especies reactivas de oxigeno (ROS, por
ejemplo el perdxido de hidrégeno H202), metales pesados (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pd, Pt, Sn, Zn),
algunos medicamentos y los factores de crecimiento. No obstante, el estimulo mds importante para su
expresidon es el grupo hemo, potencialmente nocivo por sus propiedades prooxidantes (Rosenberg y
Kappas, 1991; Alam y cols., 1994; Willis y cols., 1996; Maines 1988 y 1997; Siow y cols., 1999; Morse y Choi
2002; Fang y cols., 2004; Collins y cols., 2005; S&nchez y cols., 2005, Orozco y Pedraza, 2010; Zhu y cols.,
2010).

Existen inhibidores especificos de la HO-1 como la protoporfiina del zinc (ZnPP) o la
protoporfirina de estano (SnPP). Su aplicacién en los estudios experimentales dio como resultado un
empeoramiento de las enfermedades en las que estd involucrada la induccidn de la HO-1, tales como
el rechazo del injerto, lesidn por isquemia-reperfusidon, nefrotoxicidad de cisplatino o shock séptico
inducido por la endotoxina (Agarwal y cols., 1995; Sato y cols., 2001; Lee y Chau, 2002; Choi y cols.,
2003; Wagner y cols., 2003; Fang y cols., 2004; Morioka y cols., 2006).

Por otro lado, existen inductores exdgenos de la HO-1 como el hemo arginato, la protoporfirina
de cobalto (CoPP), la hemina (molécula de protoporfirina IX con un dtomo de Fe3*) y el dcido
trinitrobenceno sulfénico. La induccidn de la HO-1 a través de estas sustancias se ha demostrado en los
cultivos celulares y en modelos animales de enfermedades de cerebro, corazdn, rinones, pulmones e
higado (Agarwal y cols., 1995; Hangaishi y cols., 2000; Yet y cols., 2001; Coito y cols., 2002; Tullius y cols.,
2002; Wagner y cols., 2003; Fang y cols., 2004).

3.4. MECANISMO DE ACCION
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‘ Angiogenesis, growth and metastasis of tumors ’

Figura 8. Funciones de la HO-1 con implicacion en procesos tumorales
* Extraido de Zhu X, Fan WG, Li DP, Lin MC, Kung H. Heme oxygenase-1 system and gastrointestinal tumors. World J
Gatroenterol 2010;16: 2633-7.

46



Las caracteristicas citoprotectoras de la HO-1 parecen depender principalmente de sus
efectos antiapoptdéticos y antioxidantes. ActUa mediante varios mecanismos como la disminucién de
los niveles de los oxidantes intracelulares, el aumento de los niveles de la bilirubina y la produccién del
CO. (Fang y cols., 2004; Sdnchez y cols., 2005).

Se ha postulado que existe un gran paralelismo entre las funciones bioldgicas de la HO-1 vy los
sistemas generadores del CO y NO, lo que conduce a las conclusiones sobre la relacion en la
regulacién de estos sistemas por la HO-1 (Maines, 1997).

Existen numerosas evidencias que los mecanismos de la actiacidn de la HO-1 estdn
infimamente ligados a las funciones bioldgicas de los productos que genera su actividad. Por ejemplo,
el ion Fe2* es un agente prooxidante y se confirmé su relacidon con la muerte celular en diferentes
érganos vy tejidos. El efecto danino del Fe2* se compensa por el aumento de la sintesis de la ferritina
paralelo a la induccién de la HO-1. De este modo disminuyen los niveles del hierro libre quedando el

Ultimo unido con la ferritina.

Por otra parte, la bilirubina se considera uno de los antioxidantes enddgenos mds potentes por
su capacidad de secuestrar las Especies Reactivas de Oxigeno (EOR o ROS - reactive oxigen species),
segun varias hipdtesis - los potenciales mediadores de la apoptosis. Ademds, la liberacién de los
pigmentos biliares protege las células vasculares del estrés oxidativo y reduce la infiltracion de la pared

vascular por los leucocitos sosteniendo de este modo la homeostasis vascular.

La HO-1 genera la mayoria, si no la totalidad del mondxido de carbono (CO) producido de
forma enddgena. Las funciones fisioldgicas del CO incluyen el efecto citoprotector en varios tejidos
como en el sistema vascular y respiratorio. A tfravés de la activacion del sistema GC/GMPc (guanilato
ciclasa soluble/guanosina monofosfato ciclico) modula el tono vasomotor, inhibe la proliferacion de las
células musculares lisas y la agregacién de las plaguetas regulando de este modo el flujo sanguineo.
Ademds, se ha confimado que puede reducir los niveles de las citoquinas proinflamatorias
manteniendo la integridad de la pared vascular, participa en la neurotransmisién y la prevencién de la
apoptosis en las células endoteliales y los fibroblastos. Varias hipdtesis sugieren el efecto antiapoptdtico
del CO mediante diferentes mecanismos, por ejemplo, mediante la proteina activada por mitdgeno
P38 quinasa (MAPK), a través de la cual el CO puede mediar las acciones anti-inflamatorias en gran
medida (Ferris y cols., 1999; Otterbein y Choi, 2000; Durante, 2002; Alcaraz y cols., 2003; Fang y cols.,
2004; Sadnchez y cols., 2005; Ryter y cols., 2006; Zhu y cols., 2010).

Sorprendentemente, la administraciéon de CO a bajas concentraciones puede sustituir a HO-1
con respecto a los efectos antiinflamatorios y antiapoptéticos, sugiriendo que el CO desempena un
papel importante como mediador clave de la funcidon HO-1. No obstante la exposicidn exdgena
crénica a bajo nivel de CO en el tabaquismo se ha demostrado como nocivo en la fisiopatologia de
las enfermedades pulmonares (Slebos y cols., 2003).
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3.5. FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LA HEMOOXIGENASA SOBRE TEJIDOS, ORGANOS Y SISTEMAS
3.5.1. HO-1 y los procesos inflamatorios

Varias observaciones experimentales confiman que la HO-1 posee una potente accion
antiinflamatoria. La elevacidon de los niveles de la HO-1 implica supresién del proceso inflamatorio
mientras que su inhibicidn conduce a potenciar la respuesta inflamatoria del organismo (Willis y cols.,
1996; Ofterbein, Soares y cols., 2003).

Diferentes estudios han demostrado que la induccién de la HO-1 estd asociada con una
respuesta protectora que consiste en la disminucion de la biodisponibilidad del grupo hemo que
resulta ser téxico al inducir la generacion de diversas ROS infracelulares (por ejemplo los radicales
peroxilo lipidicos). Estudios recientes indicaron que la expresidén de la enzima en respuesta a diferentes
mediadores inflamatorios puede contribuir en la resolucién de los procesos inflamatorios y tener efectos
protectores sobre el cerebro, higado, pulmén y rindn (Akaike y cols., 1992; Sawa y cols., 1998;
Kanazawa y cols., 2000; Guo y cols., 2001; Fang y cols., 2004).

Su induccién frena la liberacion vy la sintesis de los mediadores inflamatorios (por ejemplo los
radicales libres y agentes quimiotdcticos) lo que conduce a la inhibicidn de la migracion y adhesidon de
los leucocitos y prevencidon de dano oxidativo celular, principalmente en las células del endotelio. En
varios érganos como el higado, pulmdn, rindn e intestino reduce la expresion de las E- y P-selectinas
estimuladas por el lipopolisacdrido bacteriano (LPS) y la expresidn de la molécula de adhesion
intracelular endotelial (ICAM-1). (Wagener y cols., 1999; Cavicchi y cols., 2000; Otterbein y cols., 2000;
Willis y cols., 2000; Chapman y cols., 2001; Alcaraz y cols., 2003; Sdnchez y cols., 2005).

A la vez, la induccién de la HO-1 disminuye la expresion de hemoproteinas como la
ciclooxigenasa (COX) y la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), reduciendo la disponibilidad del grupo
hemo en las células endoteliales. La inhibicidon de la COX conlleva la disminucidn de la produccion de
las prostaglandinas (PGs) 12 y E2 lo que se ha demostrado en las células endoteliales y en los

macréfagos peritoneales (Polyak y cols., 1994; Alcaraz y cols., 2003; Sdnchez y cols., 2005).

La iINOS estd implicada en la fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias intestinales,
renales y hepdticas. Se ha postulado que el grupo hemo vy los donantes de NO, a través de la HO-1,
actan a nivel transcripcional inhibiendo la expresidn de ARNm de iNOS. La inhibicién de la iNOS
mediante la induccién de la HO-1 ha sido comprobada en las células epiteliales de intestino (Datta y
cols., 1999; Cavicchi y cols., 2000; Levine y Fiocchi, 2000; Guo y cols., 2001; Datta y cols., 2002; Wei y
cols., 2003; Sanchez y cols., 2005).

La HO-1 regula también la produccién de las citoquinas en los mecanismos dependientes de
CO. Bgjos niveles de mondxido de carbono provocan la induccién de la HO-1 que participa en la
inhibicién del factor de transcripcion nuclear-kB (NF-kB) disminuyendo los niveles del factor estimulador
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Alcaraz y cols., 2003). Existen numerosas

evidencias que bajas concentraciones del CO disminuyen los niveles de citoquinas proinflamatorias en
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los modelos del choque séptico estimulado por el LPS; entre ellas destaca el factor de necrosis tumoral-
a (TNF-a) y la interleucina-1p (IL-1B). En los mismos modelos se vio que la interleucina-10 (IL-10) que
posee las propiedades antiinflamatorias y la capacidad de inducir la HO-1 bajando de este modo los
niveles del factor de necrosis fumoral-a (TNF-a) y el factor estimulante de colonias de granulocitos
(Otterbein y cols., 2000; Champan y cols., 2001; Lee y Chau, 2002; Alcaraz y cols., 2003; Song y cols.,
2003; Sanchez y cols., 2005).

3.5.2. Funcién antioxidante de la HO-1

Varios autores destacan que el grupo hemo en su forma libre a altas concentraciones es
potencialmente nocivo por sus propiedades prooxidantes. Cuando se produce la induccion de la HO-1

en la respuesta al estrés oxidativo se observa la degradacién del exceso del hemo libre infracelular.

Los productos de la degradacién del hemo - biliverdina y bilirubina - como consecuencia de
la accién de la HO-1 son conocidos por su efecto antioxidante, ya que, por ejemplo previenen la
oxigenacién de los dcidos poli-insaturados. La bilirrubina también parece ser uno de los antioxidantes
endégenos mds abundantes en mamiferos. La bilirubina mostrdé una potente actividad de barrido
contra diversas ROS como superdxido (O2), perdxido de hidréogeno (H202) y peroxinitrito (ONOO")
(Minettiy cols., 1998; Dore, Takahashi y cols., 1999; Ryter y Tyrrell, 2000; Alcaraz y cols., 2003; Fang y cols.,
2004; Stocker, 2004; Mancuso y cols., 2006).

3.5.3. Funcion antiapoptética de la HO-1

Se cree que el efecto antiapoptdtico estd mediado por diferentes vias de la actUacion de la
HO-1. Por un lado, este efecto estd relacionado con los productos de la degradacion del grupo hemo.
Se ha mencionado anteriormente que el ion Fe participa en las reacciones oxidativas y apoptosis. La
HO-1 incrementa los niveles de este ion, pero a la vez se produce un aumento de la sintesis de la
ferritina que secuestra el hierro liberado (Vile y Tyrrell, 1993; Ferris y cols., 1999; Fang y cols., 2004; Harder
y cols., 2008).

Varios autores refieren que la HO-1 estd implicada en los mecanismos de la inhibicidon de la
muerte celular mediante el aumento de los niveles de la biliverdina vy la bilirrubina que son unos de los
principales antioxidantes enddgenos y secuestradores del sistema ROS (EOR) (Fang y cols., 2004;
Kapitulnik, 2004; S&nchez y cols., 2005).

El efecto antiapoptdtico que depende de la produccidén del mondxido de carbono es debido
a la inhibicién de la expresion de la p53 vy la liberacién del citocromo ¢ mitocondrial. Existen varias
hipdtesis que relacionan también el CO con el sistema GM/GMPc, la via MAPK (proteina quinasa
activada por mitdgenos), caspasas, canales de potasio, la modulacién de las proteinas BCL-2 e
inhibicién de la expresién de CD95/CD95 ligando. Igualmente, el CO dismisnuye la liberacién de las
citoquinas y disminuye la apoptosis en los fibroblastsos, células endoteliales y células musculares lisas en
el sistema vascular (Brouard y cols., 2000; Inguaggiato y cols., 2001; Durante, 2002; Liu, Chapman y

Peyton, 2002; Alcaraz y cols., 2003; Fang y cols., 2004; Sdnchez y cols., 2005).
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La mayoria de los autores destacan la funcion antiapoptdtica de la HO-1 pero existe evidencia
de que la HO-1 en algunas condiciones puede estimular la apoptosis. Este efecto se ha observado
tanto in vivo como in vifro y probablemente depende de los niveles de la hemooxigenasa (se
relaciona con alta expresion) y del tipo de tejido (confirmado en las células del musculo liso) (Tulis y
cols., 2001; Liu, Chapman, Peyton y cols., 2002; Liu, Chapman, Wang y cols., 2002; Fang y cols., 2004).

3.5.4. HO-1 y proliferacién celular

Aparentemente la HO-1 no solamente atenla la apoptosis, pero es capaz de estimular la
proliferacién celular. A través de los donantes del NO la expresion de la HO-1 provoca el crecimiento
de los queratinocitos (Clark y cols., 1997; Fang y cols., 2004) y las células del endotelium vascular por
ejemplo en las arterias coronarias donde se observd fendmenos de angiogenesis (Deramaudt y cols.,
1998; Li Volti y cols., 2002; Fang y cols., 2004).

Ademds, la induccidn de la HO-1 se evidencia en multiples tejidos tumorales por ejemplo en el
adenocarcinoma, hepatocarcinoma, sarcoma, glioblastoma, melanoma y carcinoma de piel de
células escamosas (Doi y cols., 1999; Goodman y cols., 1997; Tsuji y cols., 1999; Deininger y cols., 2000;
Torisu y cols., 2000) con niveles de la expresién parecidos a los encontrados en el higado y bazo en las

condiciones fisiolégicas de induccidon (Doi y cols., 1999; Fang y cols., 2003; Fang y cols., 2004).

3.5.5. HO-1 y el sistema gastrointestinal

El epitelio del sistema gastrointestinal presenta un estado permanente de inflamacidén y ciclos
celulares rdpidos con apoptosis por una renovacién constante. Ante la ingesta de alimentos y el paso
de secreciones digestivas las células del epitelio reciben perpetuamente multiples estimulos y sufren el
estrés oxidativo por sus funciones (Guo y cols., 2001; Yun y cols., 2005; Oates y cols., 2006; Vijayan y cols.,
2010; Zhu y cols., 2010).

En el tracto intestinal se ha demostrado la induccién de la HO-1 en la respuesta a estrés
oxidativo o tdxico y su funcidn citoprotectora en la fisiopatologia de la inflamacién aguda. Estudios
recientes sobre los modelos de dano intestinal secundario a la isquemia, indometacina, LPS y sepsis,
dcido trinitronenceno y sulfato de dextrano sédico sugieren que la estimulacién de la HO-1 puede
reducir la inflamacidn y lesidn tisular. El papel de la HO-1 en las enfermedades inflamatorias agudas no
estd aun de todo claro y ante la advertencia sobre el vinculo de estas afecciones con un mayor riesgo
de desarrollo del cdncer precisa completar estudios para poder establecer las terapias de estos
trastornos (Guo y cols., 2001; Naito y cols., 2004; Naito y cols., 2011; Zhu y cols., 2010 y 2011).

La HO-1 bajo condiciones fisioldgicas se puede encontrar en la mucosa gdstrica, intestinal y de
colon (Coeffier y cols., 2002; Barton y cols., 2003) y se sobreexpresa en caso de lesiones
gastrointestinales como Ulceras gdstricas, colitis, enteritis de radiacién, enfermedad inflamatoria
intestinal y algunos tumores tanto en los modelos animales como en los pacientes (Wang y cols., 2001;
Guo y cols., 2002; Paul y cols., 2005; Yun y cols., 2005; Abbasoglu y cols., 2006; Giris y cols., 2006; Yu y
cols., 2006).
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Barton y cols., en el 2003 realizaron un estudio donde se observa la presencia de la HO-1 en la
mucosa gdstrica y la mucosa del colon humano donde se expresan constitutivamente en condiciones
fisioldgicas. Admds confirman un aumento de la expresidn de la misma en mucosas de los pacientes
con gastritis (con o sin implicacion del Helicobacter pylori en esta patologia) y enfermedad
inflamatoria intestinal activa tipo colitis ulcerosa y enfermedade Crohn. El aumento de la generacion
de la HO-1 parece ser un mecanismo adaptativo a la lesion oxidativa en la mucosa y presencia de las
ROS.

En modelos experimentales de colitis se observd que cuando se estimula la HO-1 con el hemin,
CoPP o hemo se reduce el proceso inflamatorio y por lo contrario los inhibidores de la HO-1 (ZnPP y
SnPP) lo empeoran (Wang y cols., 2001; Berberat y cols., 2005; Varga y cols., 2007; Zhong y cols., 2010).
Varias hipdtesis sugieren que algunos de los medicamentos actian a través de la induccién de la HO-
1, por ejemplo, el dcido 5-aminosalicilico (5-ASA) utilizado en la terapia de enfermedades inflamatorias
intestinales, octreotido (andlogo de somatostatina), lansoprazol o ketamina (Helmer y cols., 2006;
Horvath y cols., 2008; Takagi y cols., 2009; Takagi, Ishii y cols., 2009; Schulz-Geske y cols., 2009).

La actividad de HO-1 estd mds alta en las células epiteliales intestinales indiferenciadas Caco-
2. Esto sugiere que HO-1 y la proliferacion y la apoptosis celular pueden estar vinculadas. Inhibiendo la
actividad HO-1 se reduce la proliferaciéon celular y aumento de la muerte celular. La induccion de
actividad HO-1 en un modelo humano de la linea celular intestinal HT-29 reduce la expresion del gen
pro-apoptdtico caspasa-3 e inhibe la apoptosis. Es posible que la HO-1 media estos efectos
indirectamente en la transcripcidon de genes a través de la actividad de la biliverdina (Ferris y cols.,
1999; Brouard y cols., 2000; Uc y cols., 2003; Paul y cols., 2005).

El CO en bajas concentraciones mejora la inflamacion intestinal cronica en los modelos
experimentales en ratén a través de la IL-10 y la via p38 MAPK (proteina quinasa activada por
mitdgenos) y protege contra el desarrollo del ileo postoperatorio e isquemia intestinal (Otterbein y cols.,
2000; Lee y cols., 2002; Moore y cols., 2003; Hegazi y cols., 2005; Moore y cols., 2005; De Backer y cols.,
2009; Scout y cols., 2009). El CO se ha demostrado que relaja el mUsculo liso vascular al unirse al grupo
hemo de guanil ciclasa soluble (sGC). La activacién de sGC aumenta el flujo sanguineo en el sitio de la
lesion intestinal inhibe la agregacién plaquetaria, reduce la acumulacion de fibrina microvascular y
estringe la leucostasis en las vénulas poscapilares (Brine y cols., 1987; Kubes y cols., 1991; Morita y cols.,
1995; Durante y cols., 1997; Neurath y cols., 1998; Wagener y cols., 1999; Cavicchi y cols., 2000;
Vachharajani y cols., 2000; Fujita y cols., 2001; Soares y cols., 2004).

El hemo endoluminal en el colon proviene de la sangre a fravés de extravasacién y de la
descamacién celular. Estudios previos han demostrado que el grupo hemo irrita el epitelio del colon y
aumenta la proliferaciéon de la mucosa colénica. En adicién, el las dietas ricas en grupo hemo (por
ejemplo no vegetarianas) incrementa la incidencia de focos atipicos aberrantes (ATF) y los focos
agotados de mucina (MDF) lo que sugiere que el hemo es cancerigeno (Halloerg y cols., 1993; Sesink y
cols., 1999, 2000 y 2001; Pierre y cols., 2003 y 2004; Vogel y cols., 2005; van der Meer-van Kraaij y cols.,
2005; Gleiy cols., 2006).
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3.6 HO-1 Y CANCER

La HO-1 es conocida como la molécula de la supervivencia celular involucrada en la
progresion del cdncer y su inhibicidn se condisera beneficiosa para tratamiento oncoldgico. Existe una
creciente evidencia que la HO-1 participa en los fendbmenos del crecimiento celular. Sin embargo, el
impacto de la HO-1 sobre los tejidos tumorales es un propdsito de multiples ensayos y cada vez se
describen mds evidencias que juega un doble papel sobre estos tejidos, que puede ser tanto favorable
como perjudicial. Ademds, se ha observado que el efecto que ejerce sobre las células neopldsicas
puede ser resultado del impacto sobre al menos dos fendmenos de la muerte celular - la apoptosis y la
ferroptosis (Tulis y cols., 2001; Liu, Champan, Peyton y cols., 2002; Liu, Champan, Wang y cols., 2002;
Fang y cols., 2004, Chiang y cols., 2018).

La Ho-1 ejerce un papel importante en la progresion del cdncer, estd involucrada en la
proliferacién celular, metdstasis, angiogénesis y ademds la resistencia a la quimioterapia, radioterapia
y la terapia fotodindmica (Laboda y cols., 2015; Chiang y cols., 2018). Se han demostrado altos niveles
de expresién de HO-1 en diferentes tipos de cdncer que ademds se acociaba con una menor tasa de
supervivencia y malos resultados en los ensayos clinicos. En casos clinicos, los pacientes con mayor HO-
1 expresion mostrd la menor tasa de supervivencia y malos resultados (Nuhn y cols., 2009; Hjortso vy
Andersen, 2014; Na y Surj, 2014; Chiang y cols., 2018).

3.6.1. Impacto de la HO-1 en los tejidos tumorales mediante la modulacion de la apoptosis

Los fendmenos de la progesion de enfermedad oncoldgica dependiente de la HO-1 son el
resultado del equilibrio entre la proliferaciéon y la apoptosis y aparentemente la HO-1 esta involucrada
en ambos procesos. La mayoria de los autores destacan su funcién antiapoptdtica, pero existe
evidencia de que la HO-1 puede incluso promover la apoptosis (Tulis y cols., 2001; Liu, Champan,
Peyton y cols., 2002; Liu, Champan, Wang y cols., 2002; Fang y cols., 2004).

Mdltiples estudios realizados sobre la HO-1 permiten identificar su funcién en la inhibicion de
crecimiento tumoral in vitro, por lo cual se promovieron los estudios y se confirmaron las hipdtesis de
que el crecimiento de muchos tumores depende de la HO-1. Por este motivo se postuld que estos
resultados podrian aplicarse para el tratamiento de neoplasios. Existen resultados de los estudios
experimentales en los ratones que demuestran la sobreexpresion de la HO-1 o la administracion
exégena del CO aumentan tanto la supervivencia como disminuyen el tamafio tumoral en modelos
de adeocarcinoma y mesotelioma. También se ha relacionado la expresion de la HO-1 en los
carcinomas de la cavidad oral planteando la hipdtesis que los pacientes sin enfermedad metastdsica
tienen los niveles mds altos de la HO-1 que los pacientes con metdstasis a distancia, lo que sugiere su

efecto protector (Lee y cols., 1996; Otterbein y Choi, 2001; Fang y cols., 2004).

Sin embargo, existen otros resultados no tan prometedores que insinban que la HO-1 estimula la
angiogenesis protegiendo el tejido tumoral del estrés oxidativo, la hipoxia y la apoptosis (Slebos y cols.,
2003; Sanchez y cols., 2005).

La induccion y el aumento de la expresion de la HO-1 se evidencia en multiples tejidos

tumorales por ejemplo en el adenocarcinoma, hepatocarcinoma, sarcoma, glioblastoma, melanoma,
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cdncer de pdncreas y carcinoma de piel de células escamosas (Goodman y cols., 1997; Doi y cols.,
1999; Tsyi y cols., 1999; Deininger y cols., 2000; Torisu y Hakura, 2000; Nuhn y cols., 2009).

La HO-1 con su efecto antiapoptético y citoprotector es capaz de promover el crecimiento
tumoral por ejemplo en células del hepatocarcinoma (in vitro) y de sarcoma de rata (in vivo). También
se ha demostrado que la inhibicidon de la HO-1 por ZnPP en estos modelos suprime el crecimiento
tumoral, incrementando la apoptosis, Io que confirma la implicacion de la HO-1 en el desarrollo de
tejidos neopldsicos. El efecto se mantiene después de terminar el fratamiento, y los resultados son
comparables a los obtenidos con los agentes quimioterapéuticos convencionales (doxorubicinal).
Estudios recientes demostraron que el ZnPP puede ampilificar la respuesta al tratamiento si se combina
con la quimioterapia tradicional (Mastushita y cols., 1985; Doi y cols., 1999; Tanaka y cols., 2003; Fang y
cols., 2004; Fang y cols., 2004).

El impacto del efecto antiapoptdtico y antioxidante de la HO-1 en los tejidos tumorales se ha
verificado tanto in vitro como in vivo. Las células SW480 de CCR humano que recibieron tratamiento
con PEG-ZnPP (derivado polimérico de la ZnPP) mostraron un aumento del estrés oxidativo intracelular
lo que finalmente dio lugar a cambios apoptdticos de una manera dependiente de la dosis. También
se observd la apoptosis en las células fransfectadas con ARN interferente pequeno (siRNA) para bajar

la expresién de la HO-1 (Fang y cols., 2004).

Segun los resultados de los ensayos realizados por Fang el efecto antiapoptético de la HO-1 en
los tejidos tumorales dependen en la mayor parte de la bilirubina (y fambién en menor medida del
CO) (Dore, Takahashi y cols., 1999; Dore, Sampei y cols., 1999; Dore y cols., 2000; Tanaka y cols., 2003;
Fang y cols., 2004).

Los fendmenos de supresidon del crecimiento tumoral con los antagonistas de la HO-1 se basan
probablemente en el aumento de la toxicidad de las ROS generados por el sistema inmunoldgico del
paciente (por ejemplo, macréfagos) e induccidn de la apoptosis en ausencia de la defensa

antioxidativa (Sato y cols., 1992; Doi y cols., 1999; Hasegawa y cols., 2002; Fang y cols., 2004).

Los estudios realizados por Beckey y Park confirman la presencia y la sobreexpresion de la HO-1
en células de CCR y adenoma de colon (Zhu y cols., 2010; Becker y cols., 2007; Park y cols., 2010). En
lineas celulares de CCR se ha demostrado que la sobreexpresidn de HO-1 induce resistencia a la
apoptosis mediante mecanismo independiente de p38, pero mediado por Akt (Busserolles y cols., 2006;
Park y cols., 2010). En el estudio realizado por Busserolles se utilizd el fendbmeno de apoptosis inducida
por deprivacién de suero lo que condujé a la reduccién de la fosforilacion de la Akt y p38 y aumentd
los niveles del p21Cik/WAFL (proteinas que participan en la diferenciacién, proliferacién celular vy
apoptosis). La induccidon de la HO-1 a través de CoPP resulta en un aumento de la resistencia celular a
la apoptosis. La apoptosis también fue inhibida por la bilirubina vy la biliverdina, pero no se observd el
mismo efecto con los donantes de CO. Estos resultados confirman el doble efecto pro- y anti-
apoptdtico de la HO-1 y sus metabolitos y sefalan que la sobreexpresidon de la HO-1 puede promover
la resistencia tumoral al estrés en condiciones del suministro limitado de nutrientes lo que en otros

estudios anteriores se corelacionado con la fumorigenesis de CCR (Gauthier y cols., 2001; Goupille y
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cols., 2002; Li y cols., 2002; Stierum y cols., 2003; Busserolles y cols., 2006). El fracaso de la apoptosis del
epitelio colénico conduce a prolongar la supervivencia celular a través mdltiples mutaciones
involucradas en la carcinogénesis del colon y ademds la induccién de la HO-1 en las células tumorales
de colon podria causar la resistencia a los efectos de los agentes quimioterapéuticos (Bedi y cols.,
1995; Nishie y cols., 1999; Baek y cols., 2000; Ricchi y cols., 2002; Mayerhofer y cols., 2004; Busserolles y
cols., 2006).

Ishikawa ha demostrado que la inhibicion de la HO-1 por la ZnPP en el carcinoma de colon no
tiene ningun efecto sobre la metdstasis en el pulmdn e incluso puede aumentar la incidencia de las
metdstasis en el higado. La tasa de invasidn ganglionar fue significativamente menor en las muestras
de CCR gue expresaban la HO-1. En contraste en otro estudio realizado por Sunamura y Was se vid que
la sobreexpresion de la HO-1 en las células del cdncer de pdncreas y melanoma se relacionaban con
aumento de la presencia de las metdstasis mientras la inhibicidon de la HO-1 inhibia la aparicion de las
mismas (Ishikawa y cols., 2003; Sunamura y cols., 2003; Was y cols., 2006; Becker y cols., 2007; Zhu y cols.,
2010).

Resumiendo, la reduccion de la actividad de la HO-1 provoca que las células tumorales sean
mds susceptibles a la apoptosis inducida por ROS, lo que aumenta la capacidad antitumoral de los
farmacos convencionales utilizados en el fratamiento del cdncer. Algunos de estos fdrmacos como la
doxorubicina y la camptotecina ejercen sus efectos antitumorales al inducir la produccién de ROS
toxicas. Los estudios in vivo también ilustran claramente el efecto sinérgico de PEG-ZnPP mds un agente
anticanceroso generador de H2O2, la D-aminodcido oxidasa conjugada con PEG. Estos hallazgos
sugieren fuertemente el uso potencial de PEG-ZnPP en fratamiento antitumoral especialmente cuando
el PEG-ZnPP se combina con otros fdrmacos anticancerosos generadores de ROS (Simizu y cols., 1998;

Fang y cols., 2002; Fang y cols., 2004; Fang y cols., 2004).
3.6.2. Impacto de la HO-1 en los tejidos tumorales mediante la modulacion de la ferroptosis

La ferroptosis es un fendmeno de muerte celular identificado recientemente y se relaciona
con el acumulo de hierro intracelular (altamente prooxidante) lo que conduce a la produccién de las
ROS (especies reactivas del oxigeno). El exceso de las ROS genera una masiva peroxidacion de los
lipidos y las proteinas, dafo oxidativo del ADN, mutaciones genéticas, carcinogénesis y muerte celular.
Es el hecho de que las ROS pueden conducir a la muerte celular (a pesar la confirmada relacién con
la carcinogénesis) se estd utilizando en oncologia para tratamientos de diferentes cdnceres - por
ejemplo varios medicamentos como cisplatino, doxorubicina y 5-fluorouracil pueden causar la

apoptosis en mecanismo dependiente de las ROS (Chiang y cols., 2018).

La relacién entre la ferroptosis y la progresidon del cdncer se observd induciendo la ferroptosis
con algunas pequeias moléculas como erastina, RSL3 y algunos farmacos antitumorales como
sorafenib, sulfasalazina y artesunato y causando la muerte de las células cancerosas (Dixon y cols.,
2012; Yang vy cols., 2014; Chiang y cols., 2018). A la vez se confirmd que un refraso en la ferroptosis
protege a los tejidos tumorales del estrés oxidativo y aumenta la supervivencia y favorece aparicion de
las metdstasis (Piskounova y cols., 2015; Chiang y cols., 2018).
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Dado que la degradacién del hemo, el hierro libre intracelular y el acumulo de las ROS
secundario a estos procesos pueden tener el mismo efecto sobre las células tumorales se postuladd el
doble papel de la HO-1 en la modulacion de la ferroptosis que podria servir como una potencial
estrategia terapéutica. La induccién de la HO-1 puede proteger las células cancerosas del estrés
oxidativo (en mecanismo anti-ferroptdtico) a través de dos mecdnismos: (1) aumento de la produccion
de la ferritina y del receptor de la transferrina lo que resulta en la alteracion de la distribucion
infracelular del hierro y proporciona un efecto protector contra la citotoxicidad del hierro por
degradacién del hemo y (2) aumentando los niveles de la biliverdina y la bilirubina que pueden inhibir
la peroxidacion de lipidos y proteinas mediante la eliminacion ROS. Curiosamente la HO-1 a la vez
puede tener efectos pro-ferroptdticos y puede potenciar la muerte celular en muchos cdnceres (Ryter
y cols., 2006; Loboda y cols., 2015 y 2016; Chiang y cols., 2018). Se han identificado varias pequenas
moléculas que provocan la ferroptosis a fravés de la regulacién de expresién y actividad de HO-1.
Estas moléculas generan la liberacién del hierro y desencadenan una masiva produccién de las ROS y
son las anteriormente mencionadaos: el grupo hemo, erastina, sorafenib, RSL3, isoglicirricinato de
magnesio, BAY117085, y withferina A. A la vez el fratamiento con ZnPPIX (metaloporfirina, inhibidor de la
HO-1) atenua significativamente el crecimiento tumoral y aumenta la sensibilidad a la quimioterapia
en el modelo de ratdn de xenoinjerto SW480 de cdncer de colon humano (Kwon y cols., 2015; Roh vy
cols., 2017; Fan y cols., 2017; Chiang y cols., 2018).

Varios estudios apoyan la hipdtesis que el efecto pro- o antiferroptético de la HO-1 depende
de su induccidn. Se ha postulado que un nivel moderado de activacién de HO-1 ejerce un efecto
citoprotector, mientras que la sobreactivacion de HO-1 reulta citotdxico por el aumento excesivo del
hierro que supera la capacidad amortiguadora de la ferritina (Wang e Yi, 2008; Chiang y cols., 2018).
Las células neopldsicas se caracterizan por alta proliferacion y se sabe que presentan niveles de las
ROS mds altas y probablemente esto las hace mds sensibles a la muerte celular inducida por estrés
oxidativo, mientras que los tejidos normales con un nivel de ROS basal mds bajo son menos
dependientes de los antioxidantes, lo que conduce que sean menos vulnerables al estrés oxidativo. La
manipulacion del nivel de ROS intracelular puede ser Util enfoque para el fratamiento del cdncer,
aungue aun no se puede explicar como manipular los niveles de la HO-1 para matar selectivamente

las células tumorales [Liou y Storz, 2014, Chiang vy cols., 2018).

4. CANCER STEM CELLS

A pesar de los avances en el diagndstico precoz y en el tratamiento de CCR los resultados a
largo plazo no son favorables. El hecho de padecerlo conlleva un alto riesgo de recidiva locorregional
y de aparicidén de las metdstasis a distancia lo que se traduce en una pobre supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad mds corta. Una de las hipdtesis que justifica la progresion de la
enfermedad neopldsica es la presencia de las células madre cancerosas (CMCs, cancer stem cells =
CSCs, tumour-initiating cells). Dadas las caracteristicas de las CMCs - como el potencial de
diferenciacién en multiples tipos de células, autorrenovacidon y divisidon infinita - se explican las
principales causas de muerte por CCR secundarias a la recaida locorregional y la enfermedad

metastdsica. El desarrollo de las terapias especificas dirigidas a las CMCs es un reto terapéutico que
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puede permitir combatir el cdncer en el futuro (Puglisi y cols., 2011; Ozgul y cols., 2016; Zhu y cols., 2017;
Sasaki y Clevers, 2018; Zhou y cols., 2018).

4.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CELULAS MADRE

Las células madre (CM, stem cells) son las células responsables de la homeostasis y de la
regeneracion de los tejidos que sufren constantes cambios y pérdidas. Se caracterizan por su abilidad
de autorenovacién, proliferacién y a formar distintos tejidos mediante una diferenciacion
multidireccional (Trentin y cols., 2004; Barker y cols., 2007; Shyh-Chang y cols., 2013; Spit y cols., 2018).
Tienen capacidad de divisién infinita que origina la aparicidon de nuevas células stem o células
diferenciadas. El resultado de este proceso depende de la necesidad del tejido para la regeneracion
y diferenciacion y estd contfrolado por el microambiente tisular (Bu y Cao, 2012; Shen y Cao, 2012;
Hardin y cols., 2017). Diferentes vias de sefializacion participan en este proceso como Wnt/B-catening,
Hedgehog, BMP (bone morphogenetic protein, proteina ésea morfogenética), Notch, EphB y EGF
(epidermal growth factor, factor epidérmico de crecimiento) (Kasper y cols., 2006; Wang vy cols., 2014;
Spity cols., 2018).

La region inferior del tfracto gastrointestinal (colon y recto) tiene como principal funcion la
reabsorcién de iones y agua, posteriormente a la absorcidon de la mayor parte de los nutrientes en el
intestino delgado. En este proceso, las células del epitelio coldnico juegan un papel fundamental. El
epitelio de la mucosa del colon es un epitelio columnar simple que forma un gran nimero de
profundas invaginaciones hacia el interior de la Idmina propia denominadas criptas de LieberkUhn. Este
epitelio es renovado aproximadamente cada 3-4 dias, lo que supone un proceso constante de
regeneracion de las células que constituyen las criptas. En el fondo de la cripta se encuentran las
células pluripotentes, células madre o células stem, células indiferenciadas capaces de dividirse y
responsables de la constante renovaciéon del epitelio del colon (van der Flier y Clevers, 2009; Spit y cols.,
2018). A lo largo del eje basal-apical de las criptas (referido a la posicién apical de la luz intestinal),
existen dos compartimentos celulares principales: un compartimento proliferativo que contiene, a su
vez, (1) las células madre del epitelio en el fondo de la cripta, v (2) las células proliferantes precursoras
de los tipos celulares diferenciados, y un compartimento no proliferativo terminalmente diferenciado
por enterocitos, células endocrinas, células defensoras del sistema autoinmune, y ofras que secretan
factores necesarios para el mantenimiento de las células stem intestinales y del microambiente celular
(Ireland y cols., 2005; Sato y cols., 2011; de Lau y cols., 2012; Gerbe y cols., 2016; Howitt y cols., 2016; von
Moltke y cols., 2016).

La homeostasis celular del epitelio se mantiene por un balance dindmico entfre la divisidon
celular continua y el desprendimiento de las células en la superficie de las criptas coldnicas: las células
precursoras proliferan en la parte baja de la cripta y van migrando de manera contfinua hacia las
zonas mds apicales. Durante esta migracion tiene lugar salida del ciclo celular, en paralelo a la
activacién de programas de expresidn génica propios de cada tipo celular diferenciado. En final de
este trayecto culmina con la muerte celular por apoptosis y/o desprendimiento de las células hacia el
lumen (Kyoung-Mee y cols., 2002; Lamprecht y cols., 2002). En caso de dano tisular importante existe la
posiblidad de revertir el proceso en el cual las células diferenciadas vuelven a ganar las propiedades

de las células madres por ejemplo en caso de radiacion (Spit y cols., 2018; Yu y cols., 2018).
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La sefalizacion correcta de la via Wnt, mediada por la B-catenina-TCF, es esencial para el
mantenimiento del estado proliferativo/no diferenciado de las células del epitelio coldnico (Korinek y
cols., 1998). Las proteinas de la via Wnt, provenientes probablemente de células mesenguimales o
epiteliales de la parte inferior de la de la cripta, son las proteinas encargadas de mantener el potencial
proliferativo de la misma, garantizando, por una parte, la supervivencia y/o mantenimiento del nicho
de las células madre, y frenando, por otra, la fransicién de proliferacion a diferenciacion. Asi pues, los
genes activados por la via de Wnt se expresan en el compartimento proliferativo de la cripta (y en la
mayoria de los casos se encuentran sobre-expresados en el CCR), mientras que los genes reprimidos

por esta via estdn restringidos al compartimento diferenciado (Spit y cols., 2018).

La sefdlizacién de la via Wnt, se inicia por la activacién de Frizzied (receptores de siete
fragmentos transmembranas) por parte de proteinas Wnt. Una vez activado el receptor, la proteina,
Dishevelled (Dsh) se fosforila e interacciona con la axina previniendo la actividad de la proteina GSK-
3B. La GSK-3p es una proteina con actividad serina/treonina quinasa, y tiene como sustratos dentro de
la via a la axina, la proteina APC y a la B-catenina. En células epiteliales de mamifero, la transduccion
de sefnales de Wnt tiene lugar, al menos en parte, mediante la inactivacion del complejo multiproteico
formado por APC, GSK3-p, axina/conductina. En células diferenciadas del epitelio intestinal, no existe
sefdlizacién por Wnt, y este complejo participa en la degradacion de B-catenina via proteosoma al
facilitar su fosforilacion por GSK3-B, fosforilacion que actia como sehal de reconocimiento por
ubiquitina ligasas. En estas condiciones, una fraccion importante de pB-catenina celular se encuentra
formando parte del complejo de adhesidon célula-célula mediado por E-cadherina. En presencia de
sefales Wnt, la inactivacion de este complejo impide la degradacién de B- catenina, y por tanto se
acumula en el citoplasma, facilitdndose su translocacion al ndcleo. Alli se une a proteinas de la familia
TCF/LEF y actia como coactivador transcripcional de la expresidn de genes implicados en mantener
el fenotipo indiferenciado de las células madre (Barth Al y cols., 1997; Eastman y Grosschedl, 1999;
Polakis, 1999).

C-myc, diana directa de la actividad p-catenina-TCF, es uno de los mediadores del efecto
proliferativo de la via de Wnt ya que, al menos en parte, reprime la expresion de la molécula
reguladora del ciclo celular p21CIP1 al evitar la activaciéon de su promotor génico por el factor de
transcripcién MIZ-1 (Wu y cols., 2003). De forma similar, c-myc también puede reprimir la transcripcion
del inhibidor del ciclo p27KIP1 por unidn directa del complejo Myc/Max al sitio Inr (elemento iniciador
de la transcripcion) presente en el promotor (Gartel y Shchors, 2003), aungue se desconoce si este
mecanismo ocurre en el epitelio coldnico como efecto de la regulacidon por Wnt. Ademds de c-myc,
existen otras proteinas reguladoras del ciclo celular cuya transcripcién estd regulada por p-catenina-
TCF: ciclina D1 (Tetsu y McCormick, 1999), c-jun y fra-1 que son componentes del factor de

transcripcién AP-1 (Mann 'y cols., 1999) e Id-2 (Rockman y cols., 2001).

El trdnsito celular durante la migracién a lo largo del eje basal-apical de la cripta puede ser
explicado, al menos en parte, por la expresion de otro grupo de genes regulados también por B-
catenina-TCF. La familia de receptores de Ephrina EphB2 y EphB3, estdn situados en las regiones mds
bajas de la cripta, y sus ligandos, las ephrinas, estdn localizadas en el compartimento diferenciado no
proliferante. Los receptores EphB2 y EphB3 son inducidos por senales de Wnt, a diferencia de las

Ephrinas, cuya expresion es reprimida por estas sefales.
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Las interacciones receptor-ligando, impuestas por Wnt a lo largo del eje de la cripta mediante
el control de su expresidon, determinan pues la migracién celular hacia la zona apical de la cripta
(Batlle y cols., 2002). A medida que las células migran hacia las zonas mds apicales de la cripta, la
actividad B-catenina-TCF es inhibida con lo que se favorece una salida del ciclo celular. El principal
mecanismo que suprime la actividad B-catenina-TCF es la degradaciéon de p-catenina vy, quizds
también, la fraslocacion nicleo-citoplasma de B-catenina por parte de APC. Finalmente, también se
ha sugerido que la modulacion de los complejos de adhesidn a nivel de membrana puede favorecer o
impedir la actividad de B-catenina en el nicleo. Asi, contactos de adhesion célula-célula mediados
por E-cadherina podrian actuar secuestrando a B-catenina en la membrana (Barth y cols., 1997; Nelson
y Nusse, 2004), y la accién de tirosina-quinasas moduladoras del complejo de adhesidn podrian
desestabilizar estos complejos con lo que se facilitaria la acumulacién de B-catenina en el citosol
(Gbmez y cols., 1999; Roura y cols., 1999; Piedra y cols., 2003). En conjunto, es probable que la accién
combinada de éstos y ofros mecanismos contribuyan a la regulacién de los niveles de B-catenina en
sus distinfos compartimentos y a la consecuente supresion de la actividad p-catenina-TCF durante la

diferenciacién celular en la cripta.

La sefalizacién de la via Notch es también esencial para regular la diferenciacion y mantener
a las células madre y a las células progenitoras. En mamiferos, se expresan cuatro genes Notch, cada
uno de los cuales codifica un receptor frans-membrana (Notch1-4). La interaccién entre los receptores
Notch y sus ligandos (Jagged 1y 2, y Delta-like 1, 3y 4) produce una escisién proteolitica de Notch por
la y-secretasa y ofras proteasas, que libera el dominio intracelular Notch (NICD) de la membrana

plasmdtica e inicia su posterior tfranslocacion al nicleo.
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Figura 9. Papel de la via Wnt en la transicién de proliferacién a diferenciacién del epitelio
intestnal.
* Extraido de Pfeier M. Colon construction. Nature 2002;420:274-276.

Después de la translocacién nuclear, el NICD se une y forma un complejo con uno de los tres

reguladores de la transcripcion, denominado CSL (un nombre colectivo de CBP o RBP-Jk en
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vertebrados), MAML-1 y p300/CBP. Estos complejos activan la transcripcion de los genes HES-1, -5, -7 y
HEY-1, -2 y HEYL que codifican la hélice-bucle-hélice bdsica (bHLH) / naranja represores
transcripcionales de dominio. La fransduccién de sefales de los ligandos Notch tipicos a fravés de la
cascada CSL-NICD-MAML-1 también se conoce como la via de sefalizacién Notch "candnica". Se
informa que NICD también interactUa con p50 o c-Rel en el ndcleo para mejorar la actividad de NF-kB,
que se conoce como la via de senalizacién Notch "no candnica”. La senalizaciéon de Notch a través
del complejo NF-kB-NICD aumenta la activacion transcripcional de los genes diana de NF-kB, como el
IFN-y.

El papel de la sefalizacién de Notch en el control de la diferenciacién y la proliferacion se ha
confirmado recientemente utilizando ratones transgénicos. El silenciamiento de Hes-1, el gen diana
mds abundante y directo de la seializacidon de Notch, se ha asociado con un aumento significativo en
el lingje secretor de las células epiteliales intestinales. La inactivacién condicional especifica de CSL da
como resultado la pérdida completa de células progenitoras de la cripta, seguido de su conversidn en
células caliciformes postmitdticas. En los estudios de ganancia de funcidn reciproca, la expresion de
NICD en el intestino inhibe la diferenciacion de las células progenitoras de la cripta, lo que resulta en
un gran aumento de las células amplificadoras transitorias indiferenciadas. Estos estudios indican un

papel esencial de la sefalizacién de Notch en el compartimento de células progenitoras intestinales.

Otros factores de transcripcion implicados en la diferenciacion terminal del epitelio intestinal
han sido descritos recientemente: entre ellos se encuentran el factor de transcripcidn con dedos de
zinc KLF4 (Kruppel-like factor 4) y el factor de transcripcion ELF-3 (E74-like factor 3). KLF-4 se expresa en
intestino delgado y colon adulto y su sobreexpresidon provoca una salida del ciclo celular mediada por
pP21CIP1, encontrdndose disminuida su expresidn en tumores colorrectales (Zhao y cols., 2004). ELF-3 se
identificd como un miembro de la familia de factores de franscripcidon EST, abundantemente
expresado en intestino delgado, y cuya expresidon, ademds, también se ha asociado a la maduracion

de células absortivas en el epitelio intestinal (Ng y cols., 2002).

Cdx1 y Cdx2 forman parte de otra familia de factores de transcripcién del tipo homeobox, que
promueven la diferenciacion intestinal (Suh y Traber, 1996; Mallo y cols., 1997). Cdx2 se ha descrito que
actia como supresor tumoral al inhibir la proliferacion en células epiteliales intestinales (Suh y Traber,
1996) y promover la activacién de genes implicados en el fenotipo diferenciado, como es el caso de la
lactasa durante la diferenciacion absortiva (Fang y cols., 2000) o MUC2 en las células mucosecretoras
(Yamamoto y cols., 2003). Cdx1, por su parte, se expresa en las criptas intestinales y su expresién
requiere de la sefalizacion por Wnt (Lickert y cols., 2000; Subramanian y cols., 1998), lo que hizo pensar
en un principio que participaba en la regulacion de la proliferaciéon. Sin embargo, la expresién de
ambos factores se silenciaba preferencialmente durante la progresion de tumores colorrectales
humanos (Silberg y cols., 1997, Qualtrough y cols., 2002) asi como en modelos animales

(Chawengsaksophak y cols., 1997).

SOX9 también se expresa en la parte baja de las criptas tanto de intestino como colon adulto,
correspondiente al compartimento proliferativo. Este factor de transcripcién se encuentra fuertemente
sobre-expresado en adenocarcinomas humanos, y su expresion es controlada por la actividad
transcripcional de B-catenina-TCF4 en células de cdncer colorrectal, puesto que células deficientes

para TCF4 muestran una reduccién significativa de los niveles de ARN y proteina (Blache y cols., 2004).
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La funcién de SOX9 en el epitelio intestinal contribuiria a mantener el potencial proliferativo de la cripta
(conjuntamente con la via de Wnt) mediante la represion de genes implicados en diferenciacién

celular.

Un fallo en el delicado equilibrio entre la proliferacion y la diferenciacion de las células en las
criptas intestinales puede conducir a las mutaciénes genéticas vy las vias de sefalizacién intercelular
habituales provocan la proliferaciéon y autorenovacion descontrolada y formacién de tejido tumorall
(Hanahan y Weinberg, 2011; Spit y cols., 2018). Las vias de sefndlizacién mds frecuentemente
implicadas en el proceso neopldsico son las de Wnt (inactivacion del gen APC), EGRF (genes KRAS,
PIK3CA) - ambas relacionadas con el inicio y progresion del proceso tumoral; TGF-B/BMP (gen SMAD4) -
inhibe la diferenciacion celular y estimula la proliferacion; y p53 - responsable de la périda de la
reparacion los dafos en el ADN y de la capacidad para escaparse de la apopoptosis, todo ello
conduce al inicio de carcinogenesis y aumento de supervivencia de las células cancerosas (Vogelstein

y cols., 1988; Fearon y Vogelstein, 1990; Spit y cols., 2018).

4.2. CMCs Y CANCER COLORRECTAL

Existen dos modelos que explican el proceso de carcinogénesis: (1) el modelo estocdstico o de
evolucion clonal, que postula que cualquier célula puede acumular fransformaciones genéticas y/o
epigenéticas que la transformen en una célula tumoral y participar en el desarrollo del tumor; (2) el
modelo jerdrquico o de CMCs, segun el cual solo un grupo minoritario de células del tumor es capaz de
originar y ser responsable del crecimiento del tumor. Inicialmente se postuld que el origen del CCR
podian ser las CM intestinales que, tras sufrir determinadas alteraciones genéticas y/o epigenéticas se
transforman en CMCs. Sin embargo, las células amplificadoras temporales también pueden formar
adenomas, aungue con menos potencia que las CM. Incluso, la presencia de mutaciones adicionales,
la activaciéon de vias inflamatorias o los cambios en el microambiente tumoral son capaces de dar lugar
a CMCs desde células diferenciadas (Lau y cols., 2017; Spit y cols., 2018; Yu y cols., 2018; Zhou y cols.,
2018).

Las CMCs tienen las propiedades de proliferacion infinita, autorrenovacion y diferenciacion
multidireccional (Bu y Cao, 2012; Melo y cols., 2017). Se considerean un grupo pequeio de células
presentes en la masa tumoral, pero desempenan un papel fundamental en la fisiopatologia de la
recurrencia y apariciéon de las metdstasis a distancia lo que probablemente estd relacionado con otras
caracteristicas importantes de las CMCs, que ademds de las mencionadas anteriormente, son también
la guimio- y la radioresistencia. Se supone que no se eliminan con los tratamientos adyuvantes como el
resto del tejido tumoral y dan lugar a la recaida de la enfermedad (Shen y Cao, 2012; Hardin y cols.,
2017; Zhou y cols., 2018) aungue el mecdnismo en el cual contribuyen en la aparicion de las metdstasis

no estd completamente conocido (Todaro y cols., 2014).

Si la reseccidn del tumor durante la cirugia no llega a ser completa, incluso una minima
cantidad de las células CMCs restantes en el organismo puede conducir a la recurrencia mediante la
estimulacion del microambiente tumoral y autoproliferacion (Munakata y cols., 2016; Zhou y cols.,
2018).
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Tabla 7. Marcadores de las células stem cancerosas del cdncer colorrectal (CCR-CMCs)

DEFINICION Y FUNCION

SIGNIFICADO EN EL CCR

REFERENCIAS

MARCADOR
EN CELULA NORMAL
CD44 Glicoproteina, receptor Proliferacién agresiva, insensibilidad a la Spring, 1988; Chu,
de 4cido hialurdnico. apoptosis, resistencia a la QT y RT. 2009; Orian-Rousseau,
Regula la interaccién Inhibido disminuye la proliferacion, 2010; Wang, 2012;
entre células como la migracién, invasion celular pero a la vez Todaro, 2014; Lee,
adhesion y la migracioén; frena la apoptosis. 2017.
implicada en el
crecimiento celular.
CD133 Glicoproteina de células Marcador especifico del CCR primario. Dalerba, 2007; O Brien,
(AC133, hematopoyéticas, Relacionado con el tamano tumoral y 2007; Ricci-Vitiani,
prominin-1) epiteliales, endoteliales, diferenciacioén celular, resistencia ala QT y 2007; Shmelkov, 2008;
neuroepiteliales. RT y supervivencia. Chen, 2010; Todaro,
CD133- pueden ser mds agresivos! 2007 y 2010; Pudlisi,
2011; Li, 2012; Kazama,
2017.
CD166 Molécula de adhesién de Carcinogénesis (transformaciéon del Barker, 2007; Dalerba,
leucocitos, células del adenoma al adenocarcinoma. 2007; Tachezy, 2012;
sistema nervioso, intestinal CD166+ relacionado con menor tamano Ni, 2013; Koo, 2014; Spit
y relacionados con tumoral. 2018.
angiogénesis.
Lors Leucine-rich repeat Relacionado con la tumorigenesis, Uchida, 2010; Hsu,
conteining G protein- resistencia al 5-FU, recidiva tumoral. 2013; He, 2014;
coupled receptor 5. En el estadio IV su expresidn indica mal Beumer, 2016; Wu,
Marcador de células prondstico. 2016.
madres intestinales
normales.
ALDHI Aldehido deshidrogenasa Su expresidon estd relacionada con baja Hessman, 2012; Deng,
diferenciacion celular, la apariciéon de las 2014; Rassouli, 2016.
metdstasis, resistencia a la QT y RT.
ALDH1- encontrados en los estadios
avanzados del CCR!

EpCAM Proteina relacionada con Activa la expresién de protoconcogenes Trzpis, 2007; Maetzel,
la adhesién, proliferacion, c-myc vy cliclina A. 2009; Mani, 2016.
migracioén, diferenciacion Activa la cascada de senalicacion WNT/B-

celular. catenina, Hedgehog, Notch, TGFR.
Relacionado con las metdstasis
ganglionares y a distancia e invasion
vascular.
CD22 Adhesiéon celular Weichert, 2005; Seo,
2015.
Oct4 Invasién linfatica y metdstasis ganglionares Matsuoka, 2012;
Wahab, 2017.
SOX-2 Recidiva precoz Matsuoka, 2012.
Nanog Regulador franscripcional Xu, 2012; Wahab, 2017.
CD29 Adhesién celular. Diferenciaciéon celular y metdstasis Hynes, 1992; Fujimoto,
Participa en la regulacion 2002; Vermeulen, 2008;
de la embriogénesis, Zou, 2011.
hemostasia, reparaciéon
tisular y respuesta
inmunoldgica.
CD26 Adhesidn celular. Migracién e invasién celular. Estrictamente Pang, 2010; Todaro,
relacionadas con metdstasis hepdticas. 2014.
CD51 Migracién celular y crecimiento tumorall Wang, 2017.

* Basado en Zhou Y, y cols. Cancer stem cells in progression of colorectal cancer. Oncotarget 9:33403-15 (2018).
Modificado con otras publicaciones (ver referencias bibliogrdficas).
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Al igual que las CM normales, las CMCs se encuentran instaladas en un nicho formado por
células estromales, que incluyen células endoteliales, mesenquimales, inmunes v fibroblastos, ademds
de la matriz extracelular. El nicho regula las CMCs a través de diversas interacciones y las protege del
dano inducido por la terapia, dando lugar a resistencia. A su vez, las CMCs tienen una gran plasticidad
y contribuyen a la reconstitucién del nicho mediante su transdiferenciacion en linajes celulares que
forman el estroma, o la induccién del reclutamiento de diferentes tipos celulares, como macrdfagos,
fibroblastos, células endofeliales o CM mesenquimales, para lo que segregan citoquinas

proinflamatorias y quimioquinas, como IL-4, IL-6, IL-8 o CXCL1, entre otras.

En tumores que muestran una jerarquia de CMCs unidireccional, las terapias dirigidas hacia su
eliminaciéon podrian ser suficiente para curar la enfermedad. Por el contrario, en el caso de tumores en
los que existe plasticidad celular bidireccional (como es caso del cdncer de colon), las sefiales que
provienen del microentorno (o nicho) pueden inducir propiedades de CMCs a células progenitoras o

diferenciadas, lo que dard como resultado la regeneracién del tumor y el fracaso de la terapia.

Sin embargo, a medida que aumenta la malignidad del tumor, las CMCs se hacen mds
independientes de las sefales provenientes del nicho, lo que favorece la metdstasis. Por tanto, para
erradicar la enfermedad las terapias deben ir orientadas a las CMCs y/o al nicho dependiendo del

cdncer en cuestién y el estadio de la enfermedad.

Como ofras CMs, las CMCs tfienen las propiedades de autorrenovacion, diferenciaciéon
incontfrolada, activacion de las vias de senalizacion intercelular normal pero conduciendo a una
proliferacién anormal (por ejemplo Wnt/B-catenina, TGF-p, Hedgehog, Notch), formacién de tumores
malignos, resistencia a la quimio y radioterapia (Jaiswal y cols., 2002; Elamin y cols., 2010; Dandawate y
cols., 2013; Dorritie y cols., 2014; de Sousa y cols., 2016; Basu y cols., 2016; Cleophas y cols., 2017; Hardin
y cols., 2017; Zhou y cols., 2018). La via Wnt/B-catenina se considera la responsable de mantener las
propiedades de estas células y de la resistencia a los fdrmacos en el CCR (Takebe y cols., 2011).
Ademds, las células stem cancerosas presentan las caracteristicas de las células stem intestinales
normales como division intensa y diferenciacién especifica (Gao y cols., 2013; Cleophas y cols., 2017;
Hardin y cols., 2017; Zhou y cols., 2018).

Las CMCs del CCR (CCR-CMCs) se identifican por los marcadores de superficie que ademds
son moléculas con actividad bioldgica y diferentes funciones celulares. Pueden ser encontradas en las
células diferenciadas no neopldsicas, en las células madres normales y cancerosas. En la actulidad
existen algunos estudios sobre sus funciones bioldgicas con informacién contradictoria en la patogenia
del desarrollo y progresion del CCR por lo cual precisan mejor caracterizaciéon y valoracién de su
utilizad en el tratamiento. Algunos de estos marcadores se creen ser especificos para las células stem
del CCR como CD44, EpCAM, CD 166, CD 133, ALDH1 y Lgr5, aungue hay scientificos que rechazan
estas observaciones y confirman que estos marcadores se expresan también en otfras células
cancerosas y no cancerosas y no son tan propios para los CMCs (Pudlisi y cols., 2011; Zhou y cols.,
2018). El CD24, CD29 y p-catenina son otros marcadores que se pueden enconfrar en otro fipo de
células. Los resultados discordantes indican la necesidad de realizar estudios adicionales para una
mejor caracterizacién de los CCR-CMCs e identificar el papel de los marcadores en la definicidon de

entidad stem cell (Shmelkov y cols., 2008; Chu y cols., 2009; Puglisi y cols., 2011).
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4.3. CELULAS MADRE CANCEROSAS Y PROGRESION DEL CCR
4.3.1 Métastasis

Aparentemente no todas las CMCs pueden invadir otfros tejidos. Algunos autores distinguen dos
grupos diferentes de las CMCs. Se trata de un grupo llamado células madre cancerosas migratorias
(MCMCs, migrating cancer stem cells, MCSCs) y ofro llamado células madre cancerosas
estacicionarias (SCMCs, stationary cancer stem cells, SCSCs). Las SCMCs son responsables del
desarrollo de tejido tumoral de la lesién primaria e incremento progresivo de su tamano, mientras que
las MCMCs se consideran causantes del crecimiento mds agresivo y tienen la posibilidad de la
diseminacién de las células malignas dentro del tumor primario y a ofros érganos (Brabletz y cols., 2015;

Oskarsson y cols., 2014; Zeuner y cols., 2014; Mukherjee y cols., 2016; Sun y Liu, 2017; Zhou y cols., 2018).

Las caracteristicas de las MCMCs explican su potencial para iniciar la progresién de la
enfermedad en forma de metdstasis a distancia. Gracias a su division infinita y asimétrica, la
diferenciacion hacia una variedad de células y la posibilidad de migracidn, son capaces de invadir
otfros érganos y faciimente formar las metdstasis (Luzzi y cols., 1998; Zhou y cols., 2018). En el momento
actual no hay suficientes estudios para demonstrar todos los marcadores necesarios para la correcta
identificacion de las MCMCs vy su distincién de ofras CMCs. Se postula que algunos marcadores de
superficie pueden vincular las MCMCs con las metdstasis especificas para cada érgano (Tang, 2012;
Gao y cols., 2013; Zhou y cols., 2018).

Las MCMCs pueden originar de las células cancerosas diferenciadas o de las SCMCs tanto en
la lesién primaria como en el tejido metastdsico mediante un proceso conocido como transicion
mesenquimatosa epitelial (epithelial mesenchymal fransition, ETM) (Tang, 2012; Liao y cols., 2014; Zhou y
cols., 2018). La ETM es un proceso natural de diferenciacién de dérganos durante el desarrollo
embrionario donde las células pierden las caracteristicas epiteliales y se convierten en células
mesenguimales con todas sus propiedades. El mismo proceso sucede en la transicion de las células
cancerosas a las células cancerosas stem, incluyendo las MCMCs, lo que se confirma con la alta
expresidn de marcadores caracteristicos para los tejidos sometidos a la ETM como Snail, CD133, CD44 y
EpCAM (Zlobec vy Lugli, 2009; Chaffer y cols., 2011; Brabletz, 2012; Puisieux y cols., 2014; Stavropoulou y
cols., 2016; Shibue y Weinberg, 2017; Zhou y cols., 2018) vy la participacién de las vias de sefalizacion
asociadas con la ETM como TGF-B, Wnt y Notch (Derynck y cols., 2014; Yuan y cols., 2014; Thien y cols.,
2015; Zhou y cols., 2018).

Existen varios factores que contribuyen en la fransicién de las células normales y las células
cancerosas a las CMCs y ofros factores que previenen este proceso. El microambiente tumoral
produce el factor de crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF), la prostaglandina
E2 (PGE2), la protéina morfogenética dsea (bone morphogenetic protein, BMP), osteopontina (OPN),
factor derivado de las células estromales 1 (stromal cell-derivated factor 1, SDF1), TGF-p e interleucinas
que inducen el proceso de la transicidn celular. Los macréfagos presentes en el tejido tumoral secretan
MFG-E8 (milk fat globule-EGF factor 8 protein, proteina de adhesion celular) que tiene funcidn de
mantener la autorenovacion de las CMCs en el CCR. El blogueo de la MFG-E8 en estos macréfagos

inhibe la fumorigenicidad en ratones (Whiteside, 2008; Jinushi y cols., 2011; Zeuner y cols., 2014; Zhou y
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cols., 2018). Parece que los quimioterapéuticos habituales son menos efectivos en la presencia de los

factores pro CMC en el microambiente tumoral pero las terapias dirigidas podrias ser exitosas.

En el CCR se observa que el TGF-B1 induce la expresién de marcadores EMT como Slug, Twist1,
B-catenina y N-cadherina y regula los marcadores de las CMCs como Oct4, Sox2, Nanog y KLF4.
Sefalizaciéon Snail y Nanog promueven la ETM y adquisicidn de las propierdades stem en las células
cancerosas colorrectales como autorenovaciéon, tumorigenicidad, quimioresistencia (Derynck y cols.,
2014; Yuan y cols., 2014; Thien y cols., 2015; Yao y cols., 2016; Lee y cols., 2017; Zhou y cols., 2018) vy la
capacidad de migracién e invasion a fravés de la degradacién de la matrix extracelular e infilfracion

de oftros tejidos (Meng y cols., 2016; Zhou y cols., 2018).

La capacidad de migracién e invasion de otros tejidos por las CMCs estd relacionada con la
interaccién de los microambientes del tumor y del érgano en el cual se asientan las metdstasis. Esto
sucede a fravés de las senales mediadas por algunos factores bioquimicos como oxigeno,
ciclooxigenasas y receptores de las citoquinas quimiotdcticas (quimiogquinas). Por ejemplo, la CXCR4
(chemokine receptor 4, receptor de quimioquinas 4) y el factor 1 derivado de las células estromales
(stromal cell-derived factor 1, SDF-1) cual estd altamente expresado en el higado. El SDF-1 provoca que
las células del CCR que expresan CXCR4 se dirigen hacia el higado. Lo mismo sucede con el TGF-p que
mediante la interaccién con el PDGF-a (platelet-derived growth factor receptor a, recteptor del factor
de crecimiento derivado de plaguetas a) presente en las células hepdticas como componte de un
microambiente favorable y promueve la migracion de las células del CCR hacia el higado. Ademds,
las células mesenquimales dseas son capaces de migrar al tejido tumoral, pasar la diferenciacion
hacia los fibroblastos relacionados con el CCR y promover la invasién de otros tejidos (Shinagawa y
cols., 2010 y 2013; Liu y cols., 2014; Yamada y cols., 2014; Wuidart y cols., 2016; Parsons y cols., 2017;
Zhengy cols., 2017; Zhou y cols., 2018).

Torado y cols. demuestran la relacién entre la capacidad de originar las metdstasis por las
CMCs del CCR vy la expresién del marcador CD44vé. Es un marcador variante (isoforma) del marcador
CD44 vinculado con un potencial alto de migracion, invasién y progresion tumoral. Postulan que este
marcador es imprescindible para la migracién y formacién de las metdstasis. CD44vé se expresa
también en las células cancerosas diferenciadas, pero en menor medida, comparando con las CCR-
CMC:s. El microambiente tumoral que secreta las citoquinas mencionadas anteriormente como el SDF-
1, HGF y la OPN, mediante la via de sefdlizacidon Wnt/B-catenina aumenta la expresion del cD44vé en
las CCR-CMCs abilitando la capacidad de la migracion de las mismas. Ademds, las citoquinas pueden
provocar el mismo resultado en las células cancerosas diferenciadas que adquieren las mismas
propiedades de las CCR-CMCs. Otro hecho destacado por los mismos autores es que los fibroblastos
asociados al cdncer (CAFs, cancer-asociated fibroblasts) son ofro factor del microambiente tumoral
que intensifica la migracion de las células que expresan el CD44vé y ademds convierte las células

CD44vé6- en las CD44vé+ migratorias aumentando el potencial invasivo de las CCR-CMCs.

Se ha observado que la inhbicién de una enzima llamada fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K,
phosphatildylinositol 3-kinase) elimina las células CD44vé de forma selectiva y asi frena el crecimiento
de las masas metastdsicas. Por otro lado, baja expresidon del CD44vé en la masa tumoral se vincula con

mejor supervivencia por lo tanto los enfoques farmacoldgicos dirigidos al CD44vé pueden promover un
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nuevo abordaje terapéutico para los pacientes con CCR (Orian-Rousseau y cols., 2002 y 2010; Brabletz
y cols., 2005; Hanahan y Coussen, 2012; Todaro y cols., 2014; Zeilstra y cols., 2014).

4.3.2. CCR-CMC:s y resistencia a la quimio y radioterapia

Se ha postulado que la quimio y radioresistencia de las CCR-CMCs es una de las principales
causas del fracaso terapéutico y de la recurrencia posterior al fratamiento. Tanto la quimio como la
radioterapia parecen ser mucho mds efectivas en las células tumorales diferenciadas (no del grupo
CMCs) (He y cols., 2014; Li y cols., 2016; Toden y cols., 2016; Su y cols., 2017; Zhou y cols., 2018) mientras
gue las CMCs parecen presentar propiedades que les permiten escaparse del efecto nocivo de este
tipo de tratamiento (Vermeulen y cols., 2012). Esta hipotesis promovid los estudios destinados a
descubrir los mecanismos implicados, pero existe todavia la necesidad de completar los ensayos para

entender mejor los procesos.

Una de las teorias explica que las CMCs no presentan el ciclo completo de la proliferacion
celular, pero se quedan en reposo en la fase Go y por lo cual demuestran la quimio y radioresistencia.
En otra se supone que estas células tienen una alta capacidad de reparar los dafos del ADN por lo
cual no responden a los agentes terapéuticos cuales funcidn es lesionar el material genético. Otra
teoria trata de explicar el proceso apoydndose en las observaciones de que las CMCs expresan unas
proteinas con propiedades antfiapoptdticas y/o con la capacidad de extraer el medicamento de la
célula en mecanismo de bomba (Kangwan y cols., 2016; Singh y cols., 2016; Butler y cols., 2017; Huang
y cols., 2017; Zhou y cols., 2018).

Entre las proteinas identificadas como probablemente responsables de la quimioresistencia del
CCR se nombran la galectina-3 (Gal3) - demostrando que las CMCs que las expresan son resistentes a
las terapias con 5-FU, oxaliplatino, leucovorin y irinotecan - la proteina PER3 (period circadian regulator
3 protein) e interleucina-6 relacionadas con la resistencia al 5-FU (Ishihara y Hirano, 2002; limer y cols.,
2016; Kozlowska y cols., 2016; Zhang y cols., 2016; Butler y cols., 2017; Zhou y cols., 2018).

La resistencia a la radioterapia de las CMCs se relaciona con la mencionada ya capacidad
de reparacion de los dafos en el ADN, frenar el ciclo celular, propiedades inhibitorias de las Especies
Reactivas del Oxigeno (EOR o ROS - reactive oxigen species) y antiapoptdticas mediante la activacion
de vias Notch, quinasa c-Juny C 6 (Alison y cols., 2012; Lagadec y cols., 2013; Rycajy Tang, 2014; LiFy
cols., 2016). Ademds, se estima que la radiacién pueder provocar la transformacién de las células
cancerosas no diferenciadas en las CMCs lo que intensifica la resistencia a la radioterapia (Ghisolfi y
cols., 2012; Bastos y cols., 2014; Zhou y cols., 2018).

4.4, CELULAS STEM Y HEMOOXIGENASA

La relaciéon entre la hemooxigenasa y las células madre se estudid en los ensayos sobre la
médula ésea llevados a cabo por el grupo de profesor Ratajczak. Los estudios realizados demostraron
que tanto la HO-1 como la inducible éxido nitrico sintasa (INOS) inhiben la migracién y movilizacion de
las células stem desde la médula dsea hacia la sangre periférica. Ambas enzimas se estimulan en la
presencia del dano celular, inflamacién e infeccidn por ejemplo en la existencia de estrés oxidativo,

hipoxia, LPS, citoquinas como TNFa y IL-1PB. La alta expresidon de ambas enzimas previene la salida de las
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células madre de la médula a través de la produccion de NO (bxido nitrico) e inhibicidn del sistema del
complemento y sus componentes C3a y C5a. Por otro lado, el sistema del complemento inhibe la HO-1
y sus componentes modulan la migracién de las células madre durante la organogenesis (Ricklin y
cols., 2010). Ademds, la funcién inhibidora de la HO-1 sobre las células madre hematopoyétcas estd
estimulada también en la presencia de SDF-1 y S1P (sphingosine-1-phosphate). A su vez la HO-1 regula
los niveles de SDF-1 en el microambiente celular de la médula dsea y se observa que su inhibicion
mediante SNPP conduce a la movilizacién de las células stem de la médula. Estos resultados sirven para
explicar algunos procesos implicados en el fransplante de la médula osea y podrian ser utilizados para
mejorar los resultados del transplante (evitando la migracion de las células transplantadas a la sangre
periférica) especialmente en la situacion de escaso nUmero de células disponibles (Wysoczyriski y cols.,
2014; Adamiak y cols., 2016 y 2017; Abdelbaset-Ismail y cols., 2017).

Previamente a este estudio el mismo equipo de investigadores confirmé que la inhibicién de la
HO-1 vy incremento de la actividad del sistema del complemento aumenta la movilidad de células
malignas de las lineas hematopoyéticas relacionadas con diferentes tipos de leucemia. Los resultados
demuestran que estas células tienen receptores para el C3a y C5a y se activan mediante fosforilacion
de pP83MAPK vy la PKB/AKT. La estimulacién de las células leucémicas a través de la C3a y C5a vy la
activaciéon de p83MAPK frena la expresion de la HO-1 y conduce a un aumento de la movilidad de las
células. Las conclusiones de este estudio son que la activacién del sistema del complemento en
pacientes con leucemia (por ejemplo, en caso de una infeccidn concomitante) inhibe la HO-1 en la
via dependiente de la p83MAPK (C3aR/C5aR-p38MPAK-HO-1) y permite la diseminacién de las células
malignas y que la HO-1 ocupa un papel importante en la inhibicidon de la movilidad de las células
malignas y no malignas del sistema hematopoyético. Estos resultados son muy preocupantes
considerando que se pueden dispersar las células malignas quimioresistentes tras la quimioterapia no
eficaz. En cambio, permiten postular que la inhibicién de p 38 MPAK o activacién de la HO-1 a través
del CoPP puede proporcionar una terapia dirigida contra la diseminacion de las células leucémicas
durante la activacion del sistema del complemento (Abdelbaset-lsmail y cols., 2017; Adamiak y cols.,
2017; Ratajczak, 2017).

Otro estudio realizado sobre el vinculo entre la HO-1 vy las células madre cancerosas trata de
evaluar esta relacion en casos de glioblastoma multiforme (GBM). Es el tumor cerebral mds frecuente
en adultos y con supervivencia media de quince meses con importante resistencia a la quimio y
radioterapia. Diferentes estudios confirmaron que la agresividad y la resistencia a los tratamientos
estdndar se debe a la existencia de las células cancerosas stem involucradas en la progresién de esta
enfermedad, pero no existe ningin marcador especifico para identificar estas células y valorar el
prondstico. El estudio realizado por el grupo dirigido por Ghosh confirma que la expresion de la HO-1 en
las células del GBM estd relacionada con las propiedades stem, con el potencial migratorio e invasivo
de algunas de las células. La reseccidn quirdrgica del tumor conduce a la disminucion de los niveles de
HO-1 en la sangre preriférica e indica mejor prondstico. La inhibicidon del gen de la HO-1 mediante el
SiRNA (small interfering RNA, utilizado para silenciar la expresidén de los genes) conduce a la disminucién
de la invasién y del cardcter invasivo de las células madre cancerosas del GBM. Estos resultados son
prometedores para la busqueda de nuevos fdrmacos y terapias para el glioblastoma multiforme
(Ghosh y cols., 2016).
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4.5. CELULCAS MADRE CANCEROSAS DEL CCR Y LA ENDOTELINA-1

Puglisi y cols. presentaron una muy interesante hipdtesis sobre la relacién entre las CCR-CMCs y
la ET-1. Realizaron un estudio sobre cuatro diferentes lineas del CCR (CaCo-2, HT-29, HCT1164, LoVo)
para confirmar si el marcador CD133 puede ser utilizado como un marcador especifico para estas
células. Curiosamente ademds de observar la sobreexpresion del CD133 en las células CCR-CMCs (en
dos de las lineas celulares estudiadas - CaCo-2 y HCT116) se comprobd que a su vez sobrexpresaban el
gen de la ET-1 (en las lineas CaCo-2, HT-29 y LoVo), la cual estd relacionada con la proliferaciéon y
diseminacién metastdsica del CCR. Se confirmd ausencia de esta relacidn en los tejidos no tumorales.
Se demostrd que a la inhibicién del CD133 le correspondia la disminucién de la expresidon de la ET-1 en
las lineas celulares y este efecto estaba asociado con la inhibicién de la capacidad de migracion
celular. Estas observaciones pueden ayudar a entender el papel del CD133 y de la ET-1 que ocupan
estas proteinas en las propiedades de células cancerosas stem y confirman las caracteristicas de las

células CCR-CMCs para la proliferacion y formacién de las metdstasis (Puglisi y cols., 2011).

Cianfrocca y cols. estudiaron el vinculo entre la ET-1 y la resistencia a la quimioterapia
convencional en el CRC. Postularon que este hecho puede estar ligado a la hiperactivaciéon de
algunas vias de sefdlizacién en las CCR-CMCs como la p-catenina, el receptor de la ET-1 y un
transductor de la sefalizacién p-arrestinal (B-arrl). Se usaron las células CCR-CMCs derivadas de los
pacientes reales que expresaban altamente la ET-1 y el receptor de la endotelina ETAR. Activando el
receptor de la endotelina a través del fransductor B-arrestinal y la via de sefalizacidon de p-catenina se
logré confirmar que estas células presentan propiedades de células madre, con la mantenida ETM vy la
respuesta a la quimioterapia. En las células CCR-CMCs la via de sefdlizacidn de p-cateina estd
vinculada con el crecimiento tumoral, progresién de la enfermedead y mantenenimiento de las
caracteristicas de las células madre cancerosas y se supone que es una de las mds probables causas
de la quimioresistencia de estos tumores y el escape contra la apoptosis inducida por los agentes
quimioterapéuticos. p-catenina ademds de las funciones en el CCR ya mencionadas activa el gen de
la ET-1. Igualmente, la R-arrestinal se ha demostrado de tener funciones protectoras y ser responsable

de la evasion de la apoptosis en las células madres intestinales.

Aplicando el tfratamiento con macitentan, conocido como un antagonista de los receptores
de la ET-1 se demostrd que se puede modificar el microambiente tumoral y interferrir con el eje ETAR/B-
arrl/p-catenina y perjudicar la capacidad de sobrevivencia celular, proliferacién, invasién, modular la
ETM y mejorar la respuesta al tratamiento con oxiplatino y 5-flucrouracil. Aparentemente existe una
conexion entre la ET-1, sus receptores y las propiedades de las CCR-CmCs y ademds se demuestra que
puede haber una forma de mejorar la sensibilidad a la quimioterapia como utilizando la combinacion
de macitentan, oxiplatino y 5-fluorouracil puede ser un nuevo enfoque terapéutico para combatir el

alarmante problema de la quimioresistencia en el CCR (Cianfrocca y cols., 2017).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios anteriores no relacionados con el cdncer han demostrado que la HO-1 y la via ECE-
1/ET-1 estdn relacionados. El CO producido por HO-1 regula la produccién de ET-1 por las células del
musculo liso en condiciones normales, en hipoxia [Goligorsky y cols., 1999] y en varios modelos de
enfermedad [Morita y Kourembanas, 1995; Zhang y cols., 2004; Liou y cols., 2015]. Ademds, la inhibicion
quimica de ECE-1 conduce a la sobreexpresion de HO-1 en la lesidn de la médula espinal por

reperfusidn quimica isquémica en ratas [Lin y cols., 2017].

Teniendo en cuenta esto y los antfecedentes anteriormente expuestos, en este frabajo se ha
planteado la siguiente hipétesis: “La HO-1 podria regular el fenotipo stem en el CCR a través del
sistema ECE-1/ET-1".

Para dar respuesta a esta hipdtesis, se han planteado los objetivos que se detallan a

continuacion:

1. Analizar la expresion de los genes de HO-1, ECE-1 y los marcadores de CMCs, CD133 y CD44,
en muestras de pacientes operados de CCR.

2. Estudiar la relacidén que existe entre estos genes segun la expresion de los marcadores de
CMCs y la presencia o no de mutaciones en el gen p53.

3. Determinar si la sobreexpresion de HO-1 induce la expresion de ECE-1 y el mecanismo por el
que se lleva a cabo en modelos in vitro.

4. Comprobar si la sobreexpresion de HO-1 induce fenotipo stem en células de CCR en cultivo a
través del sistema ECE-1/ET-1.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo celular y reactivos

En este estudio se utilizaron fres lineas celulares de CCR con diferente estado de p53: HCT-
116 (p53 de fipo salvaje), HCT-116 p53 -/- (p53 null) y HT-29 (p53 mutado). Las lineas HCT-116 y HCT-116
P53 null se obtuvieron de Horizon Discovery (Cambridge, Reino Unido). Las células HT-29 se obtuvieron
de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EE. UU.). Todas las lineas celulares se
cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco, Carlsbad, CA, EE. UU.) suplementado con L glutamina 2 mM,
FBS al 10% y un céctel de antibidtico-antimicdtico al 1% formado por penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml) y anfotericina B (250 ng/ml) (Gibco, Carlsbad, CA, EE. UU.) a 37 ° C y 5% de
CO2.

Los reactivos CORM3, biliverdina, hemina y CoPPIX se adquirieron de Sigma-Aldric Co. (St.

Luis, MO, EE.UU.). El compuesto bosentan se adquirié de Selleckchem (Houston, TX, EE. UU.).

2. Pacientes

Para este estudio se han reclutado 150 pacientes intervenidos de CCR esporddico primario.
Las muestras han sido gestionadas por la Red Andaluza de Banco de Tumores (RBTA) (Tabla 8). Los
tejidos tumorales y la mucosa normal adyacente se congelaron inmediatamente en Tissue-Tekl

(Optimal Cutting Temperature Compuond, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude).

Tabla 8. Cardcteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Caracteristica N (%)

Edad

<72 78 (52,0)

>72 72 (48,0)
Sexo

Feminino 92 (61,3)

Masculino 58 (37,7)
Localizacion

Colon 141 (94)

Recto 9 (6)
Tipo histologico

Bien diferenciado 38 (25,3)

Moderamente diferenciado 94 (62,7)

Pobremente diferenciado 18 (12,0)
pTMN

Estadio I 15 (10,0)

Estadio II 59 (39,3)

Estadio III 64 (42,7)

Estadio IV 12 (8,0)
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Los criterios de inclusion del estudio han sido: personas mayores de 18 afnos, sin carga
hereditaria, no tfratadas con terapia neoadyuvante y no diagnosticadas o tratadas previamente por
cdncer. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito para el uso de muestras en
la investigacion biomédica. El Comité Etico de Investigacion Clinica de Granada (cédigo del proyecto:
PI-067/2013; fecha de aprobacién: 24/01/2014) aprobd el estudio.

3. Transfeccion transitoria de la HO-1

Las células al 60-70% de confluencia se transfectaron transitoriamente con el reactivo de
transfeccion lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. A continuacién, se recogieron las células transfectadas 24-96 horas
después de la fransfeccién. El pldsmido pCMVé que contiene el gen HMOX1 humano v el vector vacio
correspondiente se adquirieron de Origene Technologies (Rockville, MA, EE.UU.).

4. Western blot

Después de los tratamientos, las células se lavaron en DPBS frio y se incubaron en tampdn
RIPA con inhibidores de proteasa (PMSF, leupeptina. pepstatina y aprotinina). Posteriormente, las
proteinas se separaron mediante SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de PVDF. Finalmente, las
membranas se incubaron con los antficuerpos frente a HO-1 (Abcam, Cambridge, Reino Unido), ECE-1
(Abcam, Cambridge, Reino Unido), NF-kB (pé5; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, EE. UU.) ),
PNF-kB en Ser529 (phosphor-pé5; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.), AP-1 (c-jun; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, TX, EE. UU.), pAP-1 en Ser243 (phosphor-c-jun; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, EE. UU.) y p-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, EE. UU.). Las proteinas se
visualizaron mediante quimioluminiscencia utilizando los anticuerpos secundarios apropiados
conjugados con HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, EE. UU.). La intensidad de las bandas se
estimd utilizando la Quantity One 4.6.8 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE. UU.) para el

software analitico de Windows.

5. ELISAy ET-1

La ET-1 se andlizd en 100 uL de medio condicionado utilizando un kit de ELISA colorimétrico
(R & D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para la lectura
de absorbancia se utilizd un lector de microplacas a 450 nm de la serie TRIAD Multimode Reader
(Dynex Technologies, Chantilly, VA, EE. UU.). Los resultados se determinaron por comparacién con las

curvas esténdar y se normalizaron respecto al niUmero de células en cada pocillo.

é. Aislamiento del ARN vy sintesis del ADNc

El ARN total de las muestras de tejido se aisld usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania). La cantidad de ARN total se determind mediante espectrofotometria UV y la integridad del
ARN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa. El ADNc de primera hebra se prepard
mediante un kit de sintesis de ADNc de transcripcion inversa (gScript cDNA Synthesis, Quantabio,
Beverly, MA, EE.UU.).
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7. PCR en tiempo real

El andlisis cuantitativo de la expresion de ARNm se realizd con el kit PerfeCTa SYBR Green
SuperMix (Quantabio, Beverly, MA, EE. UU.) en un CFX96 Dx Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad,
Hercules, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando cebadores especificos para
cada gen diana (Tabla 9). La expresidon del ARNm se evalud mediante curvas esténdar generadas
para cada gen diana representando los valores de Ct frente a la dilucidn logaritmica de ADNc. Se usé
UBC para normalizar los niveles de ARNm. Los productos de PCR se verificaron mediante un perfil de
fusién y electroforesis en gel de agarosa para descartar productos de PCR inespecificos y dimeros de

cebadores.

Tabla 9. Cebadores utilizados para la amplificacion de los genes utilizados en este estudio

Gen Cebador sentido Cebador antisentido

HO-1 gcatgaactccctggagatgactceccg aagccctacagcaactgtcgeccaccag
ECE-1 accagaactgggtgaagaagaacg ftaccagacticgcacttgtga
END-1 aaaggcaagccctccagagagegttatgtg ftctgctgagaggtccattgtcatccccag
CD44 gctttcaatagcaccttgcccacaatgg aaagaggtcctgtcctgtccaaatcettece
CD133 tctttctggcatgctattcaa Tgacgacattctcaagetgaa

uBC tgggatgcaaatcttcgtgaagaccctgac accaagtgcagagtggactctttctggatg

8. Extraccion del ADN y andlisis de mutaciones del gen p53

El ADN se extrajo de los tejidos utilizando el mini kit QIAamp ADN (Qiagen, Hilden, Alemania)
y se cuantificd con un espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Implen GmbbH, Munich, Alemania). Las
mutaciones se analizaron en 2-10 exones usando cebadores especificos (Tabla 10) en dos
amplificaciones independientes. Se consultd la base de datos p53 de IARC (http://www.p53.iarc.fr/)
para la actividad del p53 de mutantes. Una actividad transcripcional <75% se considerd parcialmente

funcional y se clasificé como mutante [Casado y cols., 2017].

Tabla 10. Cebadores utilizados para la secuenciacion de p53

Primers
Exones Sentido Antisentido
2-4 agctgtctcagacactggcatggtgttgg cactgacaggaagccaaagggtgaagagg
5-6 gttgctttatctgttcacttgtgecctgac tagggaggtcaatatagcagcaggagaaag
7-9 cagcctgggcgacagagcgagattccate aaccaggagccattgtetttgaggecatcac
10 tacttgaagtgcagtttctactaaatgcatg Aggaagactaaaaaaatgtctgtgcagggce

9. Ensayo ALDEFLUOR

Para detectar la actividad de la enzima ALDH1 en células cultivadas se utilizd el kit

ALDEFLUOR™ (Stem Cell Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de los
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tratamientos, las células se incubaron con BODIPY-aminoacetaldehido (BAAA), un sustrato fluorescente
no téxico para ALDH, que se convirtié en BODIPY-aminoacato (BAA) y contenido dentro de las células.
Las células viables ALDH1+ se cuantificaron mediante citometria de flujo en ACS Aria lllu (BD
Biosciences, San José, CA, EE. UU.). El inhibidor especifico de ALDH, dietilaminobenzaldehido (DEAB), se
utilizé para controlar la fluorescencia de fondo.

10. Aislamiento y caracterizacion de las CMCs

El enriguecimiento de las CMCs se realizd mediante tripsinizacion por etapas [Morata-Tarifa y
cols., 2016; Witte y cols., 2021]. Para ello, las células al 60-80% de confluencia se lavaron con PBS y se
trataron con tripsina al 0,05% durante 2 minutos a 37°C. Las células desprendidas se sembraron en
placas y se dejaron adherir durante 24 horas. Luego se repitié el procedimiento anterior y las células
obtenidas se consideraron CMCs. Después del primer tratamiento con tripsina, las células restantes
unidas a las placas se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con tripsina al 0,05% durante 4 minutos
a 37°C. Se descartaron las células desprendidas de esta tripsinizacion. Las células restantes que no se
desprendieron tras esta Ultima tripsinizacién se consideraron no CMCs.

Una vez aislados, los niveles de marcadores de superficie celular de las CMCs se
determinaron con anticuerpos humanos anti-CD44-PE, anti-CD326-FITC y anti-CD133-APC (Biolegend,
San Diego, CA, EE. UU.). Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo en un FACS Aria lllu (BD

Biosciences, San José, CA, EE. UU.).

11. Ensayo de formacion de las esferas

Para el andlisis de la autorrenovacion las células CMCs y no CMCs se recogieron y se
cuantificaron CMCs 24 horas después de la fransfeccidon con pCMV46-HMOX1 o con el vector vacio.
Posteriormente, 3000 células se resuspendieron en medio de cullivo de esferas (DMEM: F12,
penicilina/estreptomicina al 1%, B27, ITS 10 pg/ml, hidrocortisona 1 pg/ml, heparina 4 ng/ml, EGF 10
ng/ml, 20 ng/mL FGF) en placas de 24 pocillos de fijacion ultrabaja (Corning). Las esferas >75 uM de

didmetro se contaron después de 4 dias mediante microscopia dptica.

12. Ensayo MTT

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracion de 40.000 células/ml,
y se transfectaron al dia siguiente con pCMVé-HMOX1 o con vector vacio. Posteriormente, las células
se frataron con un vehiculo o un fdrmaco correspondiente 24 horas después de la transfeccidn.
Después de 72 h, se agregaron 10 L de 5 mg/mL de MTT a cada pocillo. Cuatro horas mds tarde, las
células se lisaron con 100 pL de tampdn (SDS al 20% en formamida al 50% a pH 4,7) a 37°C durante la
noche. La absorbancia se midié en un lector multimodo TRIAD (Dynex Technologies, Chantilly, VA, EE.
UU.) a 570 nm. Las medias de las medidas se estimaron a partir de los resultados de cuatro muestras en

cada grupo experimental. Todos los experimentos se realizaron dos veces.
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13. Andlisis estadistico

Para cada paciente, los niveles del ARNm de genes en muestras fumorales se normalizaron a
los niveles del ARNm en mucosa normal. Para la estadistica descriptiva, las variables continuas se
expresaron mediante la mediana y el rango intercuartilico (IQR) vy las variables categdricas como
numeros y porcentajes. El cut-off para definir valores altos o bajos de expresidon de marcadores de
CMC:s se obtuvo a través de la mediana de los niveles de expresion del ARNm en nuestra cohorte de
pacientes. Las asociaciones entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con CCR vy la
expresidn génica se analizaron con las pruebas no paramétricas de Kruskal-Walllis y Mann-Whitney.
Para el andlisis de correlacion se utilizé la prueba de Pearson después de transformar las variables
aplicando logaritmos naturales. Todos los intervalos de confianza (IC) se establecieron al nivel del 95%.
La significacion estadistica se definié como P <0,05. Todos los cdlculos estadisticos se realizaron con el
software SPSS versidn 15.0 para Windows (IBM, Chicago, IL, EE. UU.).
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RESULTADOS

1. La sobreexpresion de la HO-1 induce un aumento de la subpoblacion de CMCs en el CCR

in vitro independientemente del estado de p53

Para investigar si la HO-1 aumenta el cardcter troncal en el CCR in vitro usamos el pldsmido
PCMV6-HMOX1 para sobreexpresar transitoriamente la HO-1 en las células HCT-116, HCT-116 p53 nula y
HT-29.

La sobreexpresion de la HO-1 aumentd la subpoblacién de ALDH1+ en las HCT-116 y células
HCT-116 null a las 96 horas después de la tfransfeccidn (Figuras 10a, 10b). En las células HT-29, el
porcentaje de las células ALDH1+ fue menor en células fransfectdas con pCMV6-HMOX1 frente a las
células transfectadas con el vector (mock) a las 72 horas después de la transfeccién, mientras que el
porcentaje de esta subpoblacion fue similar en las células control (mock) y que sobreexpresan HO-1 @

96 horas (Figura 10c).

Por ofro lado, el porcentaje de las células con alta expresion de marcadores de CMCs en la
poblacién total (TP) de las células aumentd en las células transfectadas con el pldsmido pCMVé-
HMOX1 frente a células mock a las 96 horas después de la transfeccidon. A este tiempo, el porcentaje
de células CD133+/CD44+/CD326+ aumentd significativamente en la TP de las células HCT-116 y HT29

que sobreexpresaron HO-1 (Figura 10d).

No se enconitrd subpoblacidén con triple marcaje en las células HCT-116 p53 null, sin
embargo, el porcentaje de las células CD44+/CD326+ aumentd significativamente en la TP de células
transfectadas con pCMVé6-HMOX1 frente al control a las 96 horas después de la transfecciéon (Figura
10e). De manera similar, en las células HT-29, el porcentaje de la subpoblacién CD44+/CD326+
aumentd significativamente en la TP después de la fransfeccién con pCMVé-HMOX]1 frente a las
células mock a las 96 horas después de la transfeccidon (Figura 10e). Ademds, el porcentaje de células
CD44+/CD326+ aumentd en la subpoblacion de CMCs de las células transfectadas con el pldsmido
PCMV6-HMOX1 frente a las células mock a las 96 horas después de la transfeccion en las tres lineas

celulares estudiadas (Figura 10f).
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Figura 10. Las células fueron transfectadas con pCMVé6-HMOX1 o vector, recogidas a las 72 y 96 horas después de la
transfeccion y utilizadas para caracterizar el porcentaje de las células ALDH 1+ por citometria de flujo en la
poblacién total (TP) de células de CCR (a) HCT-116, (b) HCT-116 p53 null, y (c) células HT-29 CCR. En otros
experimentos, las células se recolectaron 96 horas después de las transfecciones con pCMV6-HMOXI1 o vector vacio
(mock) y se usaron para cuantificar en la TP (d) el porcentaje de células CD133+/CD44+/CD326+ vy (e) el porcentaje
de CD44+/CD326+ células, o (f) el porcentaje de células CD44+/CD326+ en subpoblaciones de las CMCs, obtenidas
como se describe en la seccién Materiales y métodos. Los datos representan la media + DE de dos experimentos
realizados por duplicado. * P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001.

Para evaluar la capacidad de autorrenovacion de subpoblaciones de las CMCs y no CMCs
exfraidas de HCT-116 y HCT-116 p53 null después de la sobreexpresion transitoriac de la HO-1,
estudiamos el crecimiento de las células sin suero en placas con muy baja probabilidad de anclaje.
Como se muestra en la Figura 11, las subpoblaciones CMCs y las no CMCs de ambas lineas celulares
formaron esferas con una eficiencia similar en las células transfectadas control (mock), sin embargo, las
subpoblaciones de las CMCs formaron esferas de manera mds eficiente que las no CMCs cuando las
células parentales se tfransfectaron con el pldsmido pCMV6-HMOXT.
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Figura 11. Influencia de la sobreexpresién de la HO-1 sobre la capacidad de formacién de una esfera tumoral de
subpoblaciones de CCR aisladas. NUmero de esferas formadas por subpoblaciones obtenidas de células simuladas
y pPCMV6-HMOX1 (a) HCT-116y (b) HCT-116 p53 nulas transfectadas transitoriamente. Imdgenes representativas de
las esferas tumorales formadas a partir de diferentes subpoblaciones de pCMV6é-HMOX1 (c) HCT-116 y (d) HCT-116

P53 null células transfectadas transitoriamente. TP: poblacidn total; CMCs: subpoblacion de células madre
cancerosas; no CMCs: subpoblacion de células madre no cancerosas. *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001.

2. La sobreexpresion de la HO-1 induce la expresion de ECE-1 y la produccién de la ET-1 por

las células CCR

A continuacién, investigamos el mecanismo por el cual la HO-1 podria inducir las
propiedades stem en el CCR. Como se menciond anteriormente, la HO-1 podria modular la
produccién de la ET-1 en varios modelos fisioldgicos y fisiopatoldgicos [Morata-Tarifa y cols., 2016;

Sebastian y cols, 2018; Puentes-Pardo y cols., 2020; Germanova y cols., 2021; Hemmati y cols., 2021].

Enconframos un alto contenido del ARNm vy las proteinas de la HO-1 y la ECE-1 en la
subpoblacién de las CMCs frente a las no CMCs en las tres lineas celulares estudiadas (Figuras 12a, 12b,
12c). También analizamos la expresién del ARNm de la HO-1, la ECE-1 y los marcadores CD44 y CD133
de las CMCs mediante RT-PCR cuantitativa en 150 casos de pacientes con CCR. Los tumores que
muestran una alta expresion de marcadores de las CMCs (CD133highCD44high) también exhibieron
una mayor expresiéon de HO-1 (Figura 12d) y ECE-1 (Figura 12e) que los tumores con baja expresidon de
estos marcadores (CD133lowCD44low). Fue muy interesante encontrar que la expresidon de la HO-1 vy la
ECE-1 se correlacionaba en los tumores CD133highCD44high y CD133highCD44high, mientras que no
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se encontraron correlaciones entre la HO-1 y la END-1 (Tabla 9). El estado de P53 no influyd en ninguno

de los resultados mencionados anteriormente (Figura 12 y Tabla 9).

mRNA expression (relative)

Figura 12. Expresion de la HO-1 y la ECE-1 en subpoblaciones de las CMCs y las no CMCs en CCR. Se obtuvieron
subpoblaciones de las CMCs y las no CMCs de células HCT-116, HT-116 p53 null y HT-29 como se describe en la
seccion Materiales y métodos y se usaron para medir la expresiéon del ARNm de (a) HO-1y (b) ECE-1. Los datos
representan la expresion relativa de la HO-1y la ECE-1 ala TP de HCT-116 y expresan la media + DE de dos
experimentos realizados por duplicado. **, P <0,01; *** P <0,001. (c) Expresion de proteinas de HO-1y ECE-1 en
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células HCT-116, HT-116 p53 nulas y HT-29 en subpoblaciones TP, CMCs y no CMCs. La B-actina se utilizé como
limpieza del hogar. TP: poblacién total; CMC: subpoblacion de células madre cancerosas; no CMC: subpoblacion
de células madre no cancerosas. Expresion relativa del ARNm de (d) HO-1y (e) ECE-1 en muestras del CCR de
pacientes considerando los niveles de marcadores de CMC y el estado de p53. Los datos representan la mediana y
el rango intercuartilico de los genes analizados.

A continuacion, estudiamos si la HO-1 podria regular la produccién de la ET-1 en el CCR.
Como se muestra en la Figura 13a, la HO-1 induce la expresion de la ECE-1 a las 72 y 96 horas después
de la tfransfeccién con el pldsmido pCMVé-HMOX1 en las células HCT-116, HCT-116 p53 nulas y HT-29
frente a células transfectadas con vector (mock). Ademds, la sobreexpresidn de la HO-1 induce la
sintesis de la ET-1 en las células HCT-116 y HCT-116 p53 null a las 96 horas después de la transfeccion
(Figuras 13b, 13c). En las células HT-29, la sobreexpresion de la HO-1 indujo la inhibicién de la ET-1 a las
72 h, mientras que a las 96 h sus niveles aumentaron hasta alcanzar los niveles de las células de control

(mock) (Figura 13d).

En la cohorte de pacientes con el CCR, las expresiones de la HO-1 y la ECE-1 se
correlacionan positivamente en todos los casos (Rp = 0,723, P <0,001; Figura 13e), en tumores que
albergan un p53 de tipo salvaje (Rp = 0,699, P <0,001; Figura 13f) y en tumores con mutaciones en este
gen (Rp = 0,755, P <0,001; Figura 13g). END-1, el primer gen implicado en la sintesis de la ET-1, no se
correlaciond con la HO-1 en ninguna de las condiciones mencionadas anteriormente (Rp = 0,042, P =
0,614; Rp = 0,042, P = 0,905; Rp = 0,093, P = 0,506, para todos los casos, tumores de tipo salvaje p53 y

tumores mutados de p53, respectivamente).
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Figura 13. La sobreexpresion de la HO-1 induce la expresién de la ECE-1 y la produccidn de la ET-1 en las células del
CCR. Las células se transfectaron transitoriamente con pCMV6-HMOX1 o vector vacio y se recolectaron 24-96 horas
después para (a) expresion de las proteinas HO-1'y ECE-1 mediante transferencia Western o mediciones de la ET-1
en sobrenadantes de (b) HCT-116, (c) HCT-116 p53 null, (d) células HT-29. Los datos representan la mediana = DE de
dos experimentos por duplicado. *, P <0,05; *** P <0,001. Correlacién de la expresién de la ECE-1 y la HO-1 en los
fumores de pacientes con el CCR considerando (e) todos los casos, (f) tumores de fipo salvaje p53 y (g) ftumores
mutados de p53.

Como se muestra en la Tabla 11, ninguno de estos genes se correlaciond con ninguna de las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Tabla 11. Relacién entre expresion de la HO-1'y ECE-1 con las caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes incluidos en el estudio

P53 salvaje
HO-1 Pa ECE-1 Pa EDN-1 P

Edad®

<72 0,78 (0,46-2,68) ns 1,18(0,80-3,81) ns 0,85(0,52-1,21) ns

>72 1,14 (0,64-2,00) 1,11 (0,65-2,83) 0,80 (0,26-1,47)
Sexo

Male 0,90 (0,54-2,47) ns 1,16(0,85-491) ns 1,14 (0,65-3,55) ns

Female 0,74 (0,52-1,70) 1,15 (0,62-2,27) 1,32 (0,47-2,72)
TNM

I+I1 0,90 (0,52-2,06) ns 1,17(0,77-2,53) ns 0,86 (0,40-1,21) ns

I+1vV 0,74 (0,53-2,90) 1,11 (0,63-8,06) 0,84 (0,42-1,38)
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Grado de

diferenciacion 0,58 (0,45-1,23) ns 1,04(0,77-2,19) ns 0,66 (0,42-1,21) ns
Well 1,14 (0,58-2,94) 1,34 (0,70-4,51) 0,90 (0,38-1,51)
Moderately 1,14 (0,71-3,52) 1,40 (1,06-3,79) 0,74 (0,31-1,08)
Poor
P53 mutado
HO-1 Pa ECE-1 Pa EDN-1 Pa
Edadv
<72 1,18 (0,80-3,81) ns 1,11 (0,46-5,26) ns 0,85(0,39-2,15) ns
>72 1,11 (0,65-2,83) 1,25 (0,63-2,10) 0,92 (0,48-1,77)
Sexo
Male 1,16 (0,85-4,91) ns 1,14 (0,65-3,55) ns 0,90 (0,55-2,15) ns
Female 1,15 (0,62-2,27) 1,32 (0,47-2,72) 0,86 (0,30-1,67)
pTNM
I+II 1,17 (0,77-2.53) ns 1,40 (0,64-2,83) ns 0,86 (0,40-2,10) ns
I+IV 1,11 (0,63-8,06) 1,02 (0,53-3,13) 0,89 (0,50-1,70)
Grado de
diferenciacion
Well
Moderately 1,04 (0,77-2,19) ns 1,36 (0,64-2,31) ns 0,72(0,31-2,37) ns
Poor 1,34 (0,70-4,51) 1,25 (0,52-4,66) 0,95 (0,64-1,74)

1,40 (1,06-3,79)

1,39 (0,70-0,85)

0,72 (0,32-1,33)

2]os valores P se obtuvieron mediante las pruebas no paramétricas de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis non-
parametric tests; ® Dicotomizado por la mediana.

A continuacion, investigamos cudl de los subproductos de la reaccién enzimdtica de la HO-
1 es responsable de la activacion de la ECE-1. Para evaluar esto, tratamos las células con CORM3 10
UM (un donante de CO) vy biliverdina 10 uM. También utilizamos fratamientos con 5 yM de hemina y 1
UM de CoPPIX como controles positivos. CORM3, hemina y CoPPIX indujeron la expresidn de la proteina
ECE-1 a las dosis utilizadas en las células HCT-116 y HCT-116 p53 null, mientras que la biliverdina no pudo

inducirla (Figura 14q).

También estudiamos la produccién de la ET-1 por las células después de los tratamientos a
las dosis especificadas anteriormente (Figuras 14b, 14c). CORM3 indujo un aumento significativo en la
produccién de la ET-1 en todos los momentos analizados en ambas lineas celulares. El tratamiento con
hemina indujo un aumento de la produccién de la ET-1 en las células HCT-116, aungque solo después de
24 horas, mientras que este efecto aparecid después de 24, 48 y 72 horas en las células HCT-116 p53
null. Como se muestra en la Figura 14d, el CO parecia inducir la expresion de la ECE-1 a tfravés de la
activaciéon de pNF-kp y pc-Jun en HCT-116 y HCT-116 p53 null, respectivamente.

80



HCT-116 HCT-116 p53 null
Time (h) 24 48 72 24 48 72
Vehicle - = ECE-1
corm3(1opm)  WMEERANR Y AN ce
Biliverdin (10 M) WS & - ECE-1
Hemin (5 pM) » - - ' - ” ECE-1
CoPPIX (1 uM) X - -y - W Ecel
-_— e e — — i B-actin
(a)
HCT-116 HCT-116 p53 null
51 vehicle ke’ 51 vehicle ek
— CORM3 -|— — CORM3 H
© 44 == biliverdin © 4+ == biliverdin ok
& == hemin O . hemin I I
o o 34 H
= =
> [=]
& £ 29 /=24
5 - ]
[ = 14 T
W m -
0 —
24 48 72
Time (h) Time (h)
(b) (c)
HCT-116 HCT-116 p53 null
Vehicle 10umco Vehicle 10 uM CO
Time(h) 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
c-Jun - . — 39 KDa
pc-Jun -~ - . . “ " 39KDa
NFKB T — - G WD G ewn e @ 65KDa
oneee T W T 6500
B-Actin R ———— — —— .l - 40 KDa

(d)

Figura 14. El CO induce la expresién de la ECE-1 en las células del CCR in vitro. Se trataron células nulas HCT-116 y
HCT-116 p53 con CORMS3 10 uM, biliverdina 10 uM, hemina 5 uM 'y CoPPIX 1 uM durante 24, 48 y 72 horas. Después de
los tratamientos, recolectamos (a) células para el andlisis de la expresion de la proteina ECE-1 por transferencia
Western y sobrenadantes para el andlisis de la ET-1 en (b) HCT-116 y (c) HCT-116 células nulas p53. Los datos
representan la mediana + DE de dos experimentos realizados por duplicado. *, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001. (d)
Mecanismo de expresién de la ECE-1 inducida por el CO en las células CCR. Las células se trataron con CORM3 10
UM y se recogieron para el andlisis de la expresién de las proteinas c-Jun, pc-Jun, NF-kB y pNF-kB en lisados de
células completas mediante transferencia Western. La expresién de B-actina se utilizd como limpieza.

81



3. La sobreexpresion de la HO-1 induce las propiedades stem en las lineas celulares del CCR

a tfravés de ECE-1/ET-1 solo en células p53 salvaje

Para estudiar si la sobreexpresién de la HO-1 induce propiedades stem en nuestro modelo
de CCR in vitro a través de la ET-1 producido por la ECE-1, analizamos el porcentaje de las células
ALDHI1+ después de la sobreexpresion de la HO-1 en presencia de bosentan, un antagonista de los
receptores ETAR y ETBR. En este caso, y al contrario de lo que sucedid en ausencia de bosentan, la
sobreexpresion de la HO-1 no fue capaz de inducir un aumento de la subpoblacidon ALDH1+ en células
HCT-116 (Figura 150), y el porcentaje de células CD133+/CD44+/CD326+ en la TP fue similar en pCMVé6-
HMOX1 frente a células transfectadas simuladas (Figura 15d). Sin embargo, el porcentaje de células
CD44+/CD326+ aumentd en pCMV6-HMOX1 frente a células mock (Figura 15e).

Por el contrario, la adicidon de bosentan después de la sobreexpresién de la HO-1 condujo a
un aumento en el porcentaje de las células ALDHI1+ a las 72 y 96 horas después de la transfeccion
(Figura 15b) y también a la aparicién de la subpoblacién CD133+/CD44+/CD326+ en HCT-116 p53 null
(Figura 15e). En las células HT-29, la presencia de bosentan después de la sobreexpresion de la HO-1 no
modificd el porcentaje de células ALDH1+, aunque la subpoblacion CD44+/CD326+ parece disminuir
mientras que la diferencia en el porcentaje de la subpoblacidén CD133+/CD44+/CD326+ aumentd en
pPCMVé- HMOX1 versus células fransfectadas simuladas (Figuras 15d, 15e) al comparar este resultado
en ausencia de bosentan (Figura 15d).
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Figura 15. Las células fueron transfectadas con pCMVé-HMOX1 o simuladas, tratadas con bosentan 10 uM 24 horas
después, recolectadas alas 72 y 96 horas después de la transfeccidn y utilizadas para caracterizar el porcentaje de
células ALDHI1+ por citometria de flujo en la TP de (a) HCT-116, (b) HCT-116 p53 null, y (c) células HT-29 CCR. En otros
experimentos, las células se recolectaron 96 horas después de las transfecciones con pCMV6-HMOX]1 o vector vacio
(mock) y se usaron para cuantificar en TP (d) el porcentaje de células CD133+/CD44+ CD326+ y (e) CD44+/CD326+.
Los datos representan la media + DE de dos experimentos realizados por duplicado. * P <0,05; **, P <0,01; *** P
<0,001.

La presencia de bosentan en los medios de cultivo también influyd en la capacidad de
autorrenovacion de subpoblaciones de las CMCs vy las no CMCs extraidas de HCT-116 y HCT-116 p53
null fransfectadas transitoriamente con vector vacio (mock) y pldsmido pCMV46-HMOXI1. En estas
condiciones de trabajo, la capacidad de las subpoblaciones para formar esferas fue similar en células
HCT-116 transfectadas con pCMV6-HMOX1 y simuladas (Figura 16a). Sin embargo, las subpoblaciones
de las CMCs y no CMCs de las HCT-116 p53 null aumentaron su capacidad para formar esferas (Figura

16b).
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Figura 16. Influencia de la sobreexpresién de la HO-1 sobre la capacidad de formacién de esfera tumoral de
subpoblaciones del CCR aisladas en presencia de bosentan 10 uM. NUmero de esferas formadas por
subpoblaciones obtenidas a partir de las células simuladas y pCMV6-HMOXI (a) HCT-116 y (b) HCT-116 p53 nulas
transfectadas transitoriamente. Imdgenes representativas de las esferas tumorales formadas a partir de diferentes
subpoblaciones de pCMV6-HMOX]1 (c) HCT-116 y (d) HCT-116 p53 null células transfectadas fransitoriamente. *, P
<0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001.
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4. La sobreexpresion de la HO-1 induce resistencia al tratamiento con 5-FU en CCR in vitro

Dada la implicacién de las CMCs en la resistencia a la terapia en el cdncer, analizamos el
tiempo que la sobreexpresion de la HO-1 induce este efecto en el CCR in vitro y la mediacién del
sistemna ECE-1/ET-1 en él. El tratamiento de las células HCT-116, HCT-116 p53 null y HT-29 fransfectadas
con pCMVé6-HMOX1 y control con 5-fluorouracilo (5-FU) a diferentes dosis (0-4 uM) mostré que la
sobreexpresion de la HO-1 inducia resistencia a este tratamiento en HCT-116 (Figura 17a). No
encontramos sensibilidad diferente al 5-FU después de la sobreexpresién de la HO-1 ni en células HCT-
116 p53 null ni en células HT-29 (Figuras 17b, 17c), al menos a las dosis de 5-FU utilizadas. La presencia
de bosentan en los medios de cultivo sensibilizd a las células HCT-116 que sobreexpresan HO-1 a 5-FU
(Figura 174), sin embargo, no se encontrd ningun efecto en las células HCT-116 p53 null (Figura 17b). Por
el contrario, en las células HT-29 transfectadas con pCMVé6-HMOX]T, la presencia de bosentan indujo

resistencia al 5-FU (Figura 17¢).
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Figura 17. Influencia de la sobreexpresién de la HO-1 sobre la resistencia a la terapia en el CCR. Como se describe
en la seccion Materiales y métodos, las células se sembraron en placas de 96 pocillos, se transfectaron con vector o
pldsmido pCMV6-HMOX1 y se trataron con dosis crecientes de 5-FU (0-4-m) durante 72 horas en presencia o
ausencia de bosentan 10 uM. La viabilidad de las células se analizé usando el ensayo MTT en (a) HCT-116, (b) HCT-
116 p53 null y (c) células HT-29. Los datos representan la media = DE de dos experimentos realizados por
cuadruplicado. *, P <0,05; **, P <0,01; *** P <0,001.
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DISCUSION

En los Ultimos anos, numerosos trabajos de investigacién han intentado dilucidar el papel de
la HO-1 en el cdncer colorrectal. Esta no ha sido una tarea facil, ya que esta enzima se encuentra
tanto en las células cancerosas como en las del estroma, incluidas las células inmunes [Sebastidn y
cols., 2018; Puentes-Pardo y cols., 2020; Germanova y cols., 2021; Hemmati y cols., 2021]. Ademds, la
HO-1 en las células del CCR es capaz de regular la citotoxicidad inmunomediada contra las células
CCR [Seo y cols., 2015]. En este complejo escenario, los resultados de la literatura cientifica muestran
efectos contradictorios de la HO-1 en este tipo de cdncer [Hellmuth y cols., 2002; Becker y cols., 2007;
Kimy cols., 2011; Andrés y cols., 2014; Lien y cols., 2014; Seo y cols., 2015], lo que pone de manifiesto la

necesidad de continuar en este campo de investigacion.

Usamos las lineas celulares de CCR HCT-116, HCT-116 p53 null y HT-29 para realizar nuestro
modelo in vitro. Estas células tienen la capacidad de formar esferas tumorales dentro de 3-5 dias
después de ser sembradas en placas y con medios apropiados [Lee y cols., 2015; Ryoo y cols., 2016;
Shiokawa y cols., 2020], lo que nos permitid llevar a cabo nuestro estudio a pesar de que la
transformaciéon de las células parentales se realizd mediante transfeccion fransitoria. [Leis y cols., 2012;
Sharif y cols., 2017].

En este estudio encontramos que la HO-1 regula la proporcion y el fenotipo de CMCs en el
CCR, un resultado que no es sorprendente considerando que también encontramos mayor expresion
de esta proteina en la subpoblacidon de las CMCs en comparacion con las no CMCs en los cultivos
celulares. En los tumores de pacientes con el CCR, las muestras con mayor expresion de marcadores
de las CMCs también mostraron una mayor expresion de la HO-1. Estos resultados concuerdan con
trabajos previos que informaron una implicacién directa de la HO-1 en la regulacion de las CMCs en
leucemia, glioma, melanoma, cédncer de mama, pdncreas y pulmén [Leis y cols., 2012; Zhan y cols.,
2012; Ghosh y cols., 2016; Abdalla y cols., 2019]. Segun nuestros resultados, la HO-1 podria regular las
propiedades stem en el CCR independientemente de p53, sin embargo, informes anteriores
demostraron una relacién importante entre ellos [Nam y Sabapathy, 2011; Andrés y cols., 2014]. De
hecho, la HO-1 es un gen diana dependiente de p53 que es responsable de la supervivencia celular
dependiente de p53 después del tratamiento oxidativo [Nam y Sabapathy, 2011]. Otros trabajos
sugieren que la actividad de la HO estd implicada en la regulacién de la expresidn de p53 en células

normales [Lee y cols., 2008] y cancerosas [Kimy cols., 2014].

En nuestro modelo in vitro, el CO producido después de la sobreexpresién de la HO-1
conduce a una mayor expresion de la secrecidon de la ECE-1 vy la ET-1 por las células del CCR, a través
de la activacién de NFkB y AP-1 en células que albergan una p53 salvaje y en células con una p53
mutada, respectivamente. Estos factores de transcripcion son esenciales para la activacion de la ECE-
1 enlas células endoteliales [Martinez-Miguel y cols., 2017]. Se ha informado que la molécula liberadora
de CO CORMS3 activa la AP-1 in vitro [Serizawa y cols., 2015; Lin y cols., 2017]. La regulacién de NF-kB
por el CO se ha descrito previomente en varios modelos patofisioldgicos [Brouard y cols., 2002;
Chhikara y cols., 2009]. Esta molécula también es capaz de inducir la produccién de las ROS in vitro

[Mizuguchi y cols., 2010]. Curiosamente, la produccién de las ROS vy la activaciéon de NF-kB son eventos
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criticos en la aparicién de las CMCs v la iniciacion del CCR [Myant y cols., 2013]. La biliverdina no pudo
activar la via ECE-1/ET-1 en nuestro estudio. La biliverdina se convierte en bilirrubina por la bilirrubina
reductasa [Vitek y Schwertner, 2007]. Las propiedades captadoras de las ROS de ambos metabolitos

del hemo contribuyen a sus actividades antitumorales [Zheng y cols., 2014; Chiang y cols., 2018].

No analizamos el posible papel del ion ferroso en la induccidn de ECE/ET-1 por
sobreexpresion de la HO-1. De manera similar a la bilirubina, la literatura hasta la fecha muestra
efectos protectores del hierro ferroso contra el cdncer principalmente debido a la induccién de la
ferroptosis y muerte celular [Trachootham y cols., 2009; Chiang y cols., 2018; Kajarabille y Latunde-
Dada, 2019; Puentes-Pardo y cols., 2020].

El sistema de la endotelina regula las propiedades stem de las células en el CCR. El gen END-
1 estd altamente expresado en las CMCs aisladas de las células CCR cultivadas [Puglisi y cols., 2011]. La
ET-1 regula vias importantes para el mantenimiento del fenoftipo stem, como MAPK, PI3K/Akt y Wnt/p -
catenina [Cianfrocca y cols., 2017]. Sin embargo, dada la corta vida media de la ET-1, sus efectos
bioldgicos dependen totalmente del mantenimiento de una concentracion critica por la ECE-1 [Pérez-
Moreno y cols., 2020]. De las cuatro isoformas descritas de la ECE-1 (a, b, c y d), la ECE-1c se ha
implicado en la generacién de las CMCs en el CCR [Pérez-Moreno y cols., 2020]. En nuestro estudio, no
analizamos qué isoforma de la ECE-1 aumentd después de la sobreexpresion de la HO-1. Sin embargo,
el blogueo de los receptores ETAR y ETBR con bosentan provocd una disminucion en la poblacion
ALDHI1+, en el porcentaje de células CD133+/CD44+/CD326+ y en la resistencia al tratamiento con 5-FU
en la poblacién total, y una disminucién en la capacidad de autorrenovacién de la subpoblacion de
las CMCs p53 salvaje. Estudios previos informaron que los receptores ETAR son responsables de las

propiedades stem mediadas por la ET-1 en el CCR [Cianfrocca y cols., 2017].

Por otfro lado, el fratamiento con bosentan después de la sobreexpresion de la HO-1 induce
un aumento en la ALDHI1+ y la aparicion de las subpoblaciones CD133+/CD44+/CD326+ en la
poblacién total, y una mayor capacidad para formar esferas en la subpoblacién de las CMCs p53 null.
De manera similar, en las células que albergan una p53 mutada, el bloqueo de ETAR indujo la pérdida
de células CD44+/CD326+ y un aumento de las CD133+/CD44+/CD326+. Estos resultados podrian
indicar que a pesar de que la sobreexpresion de la HO-1 induce una mayor expresidon de la ECE-1 y la
ET-1 en la produccién de p53 independientemente, en células sin p53 activa o incluso p53 con
ganancia de funcién, como las células HT-29, otfro mecanismo que no implica el sistema ECE-1/ET-1 es
responsable del aumento de la subpoblacién madre en estas células. Mds interesante adn, el sistema
ECE-1/ET-1 inducido por la HO-1 parece ejercer un efecto protector en estas células del CCR no
activas de p53 con ganancia de funcién. Contrariamente a estos resultados, informes anteriores
mostraron que el tratamiento con bosentan es pro-apoptdtico y antiproliferativo en las células HT-29
[Peduto y cols., 2003] vy las sensibiliza a la muerte celular inducida por Fas-L [Eberl, Egidy y cols., 2000;
Eberl, Valdenaire y cols., 2000; Eberl]. También se ha descrito un mecanismo de la ECE-1 independiente
de la ET-1 en el CCR y ofros cdnceres, pero siempre actia como una proteina protumoral [Pérez-
Moreno vy cols., 2020]. Por el confrario, los ensayos clinicos con antagonistas de los receptores de

endotelina aprobados, incluido el bosentan, no fueron tan prometedores y no obtuvieron resultados
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estadisticamente significativos, a pesar de que los fdrmacos fueron bien tolerados [Enevoldsen y cols.,
2020]. Aungue se necesitan mds investigaciones para confirmar nuestros resultados, probablemente la
sobreexpresion de la HO-1 activa o inactiva ciertas rutas desconocidas que podrian inducir estas

respuestas contrarias al bosentan en nuestro modelo.
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CONCLUSIONES

1. La sobreexpresion de HO-1 aumenta la proporcidon de células cancerosas con fenotipo stem en

modelos in vitro de CCR e independientemente del estado de p53.

2. Asi mismo, la sobreexpresibon de HO-1 aumenta la capacidad de autorrenovacion de la

subpoblacion de CMCs en modelos in vitro de CCR e independientemente del estado de p53.

3. La sobreexpresion de HO-1 también aumenta la expresién de ECE-1 vy la produccién de ET-1 en
modelos in vitro de CCR e independientemente del estado de p53. El CO producido por la HO-1
parece ser responsable de este efecto. En el caso de células con p53 en estado salvaje, el CO induce

la fosforilacién de NF-kf3, mientras que en células con p53 no activo, induce la fosforilacion de AP-1.

4. El sistema ECE-1/ET-1 es responsable de la induccién del fenotipo stem por la HO-1 en el CCR
Unicamente en el caso de que p53 se encuentre en estado salvaje. En el caso de que p53 no se
encuentre activo o esté mutado con ganancia de funcidn, la ET-1 producida en el Ultimo paso de su

sintesis por el ECE-1 actUa como protector e inhibe el fenotipo stem.

5. La sobreexpresidon de HO-1 induce resistencia al tfratamiento con 5-FU en células de CCR en cultivo
en las que el gen p53 se encuentra en estado salvaje, mientras que no afecta cuando p53 se
encuentra inactivo o mutado con ganancia de funcidn. La ET-1 es responsable de la resistencia al
tratamiento inducida por la sobreexpresion de HO-1 en células en las que p53 se encuentra en estado
salvaje, mientras que cuando p53 estd mutado con ganancia de funcidn el bloqueo de los receptores

de ET-1 aumenta la resistencia al fratamiento.

6. Los pacientes portadores de tumores con expresion alta de HO-1 y ECE-1 y un p53 no salvaje, deben
ser considerados para terapias basadas en HO-1 en lugar de terapias basadas en antagonistas de los

receptores de ET-1.
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ABREVIATURAS

AJCC: American Joint Committee on Cancer
ADN: &cido desoxirribonucleico

Ang II: angiotensina-Ii

AKT: proteina quinasa B

ALDH: aldehido deshidrogenasa

AP: proteina activadora

APC: gen Adenomatous polyposis coli
ARN: d&cido ribonucleico

ARNm: Adcido ribonucleico mensajero
5-ASA: 4cido 5-aminosalicilico

ATF: focos atipicos aberrantes
ABT-627: atrasentan

BAA: BODIPY-aminoacato

BAAA: BODIPY-aminoacetaldehido

B-arrl: transductor de la sefalizacion B-arrestinal

BMP: bone morphogenetic protein, proteina dsea morfogenética

BV: biliverdina

CA 19-9: antigeno carbohidratado

CCHNP: carcinoma colorrectal hereditario no polipdsico

CCR: carcinoma colorrectal

CCR-CMC:s: células madres cancerosas del CCR

CEA: antigeno carcinoembrionario

CIN: chromosomal istability, inestabilidad cromosdémica del genoma

CORM3: molécula liberadora del CO

CM: células madre
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CMCs: células madre cancerosas (cancer stem cells = CSCs, tumour-initiating cells)
CMT: fratamiento neyoadyuvante modalidad combinada.

CO: monéxido de carbono

CoPP: protoporfirina de cobalto

COX: ciclooxigenasa

DEAB: dietilaminobenzaldehido

DCC: gen Deleted in Carcinoma Colorrectal

E74-like factor3: factor de transcripcién ELF-3

ECE: enzima convertidora de endotelina

ECM: matriz extracelular

EDN: gen codificador de endotelina

EE.UU.: Estados Unidos

EGF: epidermal growth factor, factor epidérmico de crecimiento)
ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

EOR: secuestradores del sistema ROS

ET: endotelina

ETAR: receptor de endotelina A

ETBR: receptor de endotelina B

FASL: ligando FAS, proteina de superficie de la familia TNF

FoxO1: forkhead box protein O1

5FU: 5 fluorouracilo

GC/GMPc: guanilato ciclasa soluble/guanosina monofosfato ciclico
GIJICS: desmontaje de las uniones intercelulares

GLOBOCAN: Global Cancer Observatory

GM-CSF: colonias de granulocitos y macréfagos

GPCRs: G protein — coupled receptors, receptores acoplados a las proteinas G
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HIF 1: factor inducible por la hipoxia 1

HO: hemooxigenasa

HSP-32: heat shock protein-32

IARC: International Agency for Resaerch on Cancer

IL: Interleuguina

ICAM-1: molécula de adhesién intracelular endotelial (ICAM-1)
iNOS: la éxido nitrico sintasa endotelial

IQR: rango intercuartilico

KLF4: factor de transcripcidén con dedos de zinc (Kruppel-like factor 4)
LPS: lipopolisacdrido bacteriano

LV: leucovorina

MAP: poliposis asociada al gen MYH

MAPK: proteina activada por mitégeno p38 quinasa

MCC: gen mutaded in carcinoma colorrectal

MDF: focos agotados de mucina

mM: milimolar

MMP: metaloproteinasas

MMR: mismatch repair, Sistema de Reparacién de malapareamiento
MSI: microsatellite listability, inestabilidad de microsatélites

MTT: (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio)

NEP: endopeptidasa extracelular neutral, neprilisina

NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, factor de

transcripcién nuclear-kB

NO: mondxido de nitrégeno

Nrf2: nuclear factor erythroid 2 related 2
ONOO-: peroxinitrito

p53: proteina supresora de tumores
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PAF: poliposis adenomatosa familiar

PAFA: poliposis adenomatosa familiar Aatenuada
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

p125 FAK: quinasa de adhesion focall

PGE:2: dinoprostona

PGl2: prostaglandina 2

PKA: Proteina Quinasa A

PKC: Proteina Quinasa C

PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinasa

RBTA: Red Andaluza de Banco de Tumores (RBTA
ROS: especies reactivas de oxigeno

siRNA: células transfectadas con ARN interferente pequeno
SOH: sangre oculta en heces

SMAD: factores de transcripcién SMAD. Son las proteinas principales transductoras de las vias de

sefdlizacién TGF-B (transforming growth factor-beta) y BMP (bone morphogenic protein)
SNC: sistema nervioso central

SnPP: protoporfirina de estano

TAC: Tomografia Axial Computerizada

TAM: macréfagos asociados al tumor

TCF-4: zona especifica de unidn en la regién promotora del gen de la ET-1

TGF B: transforming growth factor p

TIMP: inhibidor fisular de la MMP1

TNF-a: factor de necrosis tumoral

TNM: T tamano del Tumor, N afectaciéon o no de ganglios linféticos regionales, M presencia o no de

metdstasis a distancia
TP: poblacién total

UFT: tegafur-uracilo
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UICC: Unidn Internacional Contra el Cancer

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular

VEGFR3: factor de crecimiento endotelial vascular del receptor 3
ID4054: zibotentan

InPP: protoporfirina del zinc
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