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Abreviaturas

ACE: Antigeno carcinoembrionario

ADK: Adenocarcinoma

ALK: Anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase

BMP1A: Bone morphogenetic protein 1A

CCR: Cancer colorrectal

CCHNP: Cancer colorrectal hereditario no polipdsico

CDK: Cinasa dependiente de ciclina

CE: Cancer escamoso

CEBPA: CCAAT/enhancer-binding protein alpha

CHRNA: Cholinergic receptor nicotinic alpha

CP: Cancer de pulmodn

CpG: Islas de citosina y guanina

CPNCP: Cancer de pulmdn de célula no pequeiia

CPCP: Cancer de pulmén de célula pequefiia

CYP: Familia de genes del citocromo P450

CYP1A1: Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1
DICER: Ribonuclease type Il

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNMT3A: DNA (citosina-5-) metiltransferasa 3 alfa

ECOG PS: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status

EGFR: Epidermal growth factor receptor



EML4-ALK: Echinoderm microtubule associated protein like 4-anaplasic lymphoma receptor

tyrosine kinase

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ERBB: Familia de proteinas de EGFR

ERCC1/2: Excision repair cross-complementing group 1 and 2

ERK: Extracellular signal-regulated kinase

FHIT: Fragile histidine triad

GSTM1: Glutathione s-trasnferase mu 1

HPA: Hidrocarburos policiclicos aromaticos

IARC: Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer

IHQ: Inmunohistoquimica

MSI: Inestabilidad de microsatélites

KLF4: Factor 4 Kruppel-like

KRAS: V-ki-ras2 Kirsten rat sarcom vira oncogen homolog

LLC: Leucemia linfatica cronica

M: Metastasis

MAPK: Mitogen activated kinase-like protein

MET: Met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)

miRNA: microRNA

miRISC: RISC con una cadena guia de un miRNA

MLH1: Mut L homolog 1

MMR: Reparacion de emparejamientos errdneos

MSH: Hormonas estimulantes de melanocitos

14



MYC: V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

ncRNA: RNA no codificante

NNK: 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona

nt: nucledtidos

OCT3/4: Octamer-binding transcription factor 3/4

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAF: Poliposis adenomatosa familiar

PAFA: Poliposis adenomatosa familiar atenuada

PELP1: proteinarica en leucina 1
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PMS2: Mismatch repair endonuclease

PS: Performance status
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P16: Inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina (CDKN2A)

RASSF1A: Ras association (Ral GDS/AF-6) domain family member 1

Rb: Retinoblastoma

RM: Resonancia magnética

RNA: Acido ribonucleico

RNAi: RNA de interferencia



RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA.

RT-PCR: Reaccidon en cadena de la polimerasa mediante retro-transcriptasa.

SiRISC: RISC con una cadena guia de un siRNA

SG (OS): Supervivencia global (Overall survival)

SLE (DFS): Supervivencia libre de enfermedad (Disease free survival)

SOX2: SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2

SPJ: Sindrome de Peutz-Jeghers

STK11: Serine/Threonine Kinase 11

T: Tumor
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TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta

TP53: Tumor protein P53

TP63: Tumor protein P63

TRBP: Tar RNA-binding protein

TR: Tiempo a la recaida
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VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
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1.Introduccion
1.1 Generalidades de los tejidos de origen endodérmico

Una propiedad biolégica de los epitelios que forman el aparato respiratorio y digestivo en el
adulto, es su origen comun embrionario. Ambos derivan del tubo endodérmico embrionario,
gue en el embridn humano de 28 dias se divide en tres segmentos: intestino anterior, intestino
medio e intestino posterior, que desarrollaran funciones y destinos diferentes en el adulto.

El intestino anterior, se caracteriza por la presencia de una evaginacién tisular en su cara
anterior que se denomina bolsa gastropulmonar, que evoluciona formando el brote pulmonar,
gue se separa y se situa anteriormente al tubo géstrico. Del brote pulmonar endodérmico se
formaran los epitelios traqueales y bronquiales; y del tubo gastrico endodérmico los epitelios
esofagicos y gastricos.

El endodermo de intestino medio formarad los epitelios del intestino delgado. El endodermo de
intestino posterior formara los epitelios del intestino grueso.

El tejido endodérmico de los intestinos anterior, medio y posterior, estan rodeados de tejido
mesenquimatoso indiferenciado de origen mesodérmico, que darda lugar a todos los
componentes que forman el tejido conjuntivo y muscular.

Las interacciones entre células mesodérmicas mesenquimales y epiteliales endodérmicas, son
fundamentales para la correcta diferenciacion molecular y estructural de los sistemas

respiratorio y digestivo.
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Figura 1. Embridn de 28 dias donde se observa el origen del pulmdn e intestino [1]. Corte
histolégico de un embridén de 6 semanas en el cual se observan el epitelio digestivo y pulmonar

rodeado de células mesenquimales.
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1.2 Generalidades del cancer de pulmon
1.2.1 Epidemiologia y Etiologia

Epidemiologia

El cancer de pulmén (CP) representa un problema sanitario en los paises occidentales por su
elevada incidencia y mortalidad. Es el tumor sélido mas frecuente a nivel mundial y es la
primera causa de muerte por cancer si consideramos conjuntamente ambos sexos (Figura 2).
En el 2014, en Estados Unidos se diagnosticaran 224.210 casos nuevos de CP, que
representaran alrededor de un 13% de todos los tipos de cdncer diagnosticados y se

produciran 159.260 muertes por este cancer, alrededor de un 27% [2].

Leading New Cancer Cases and Deaths - 2014 Estimates

Estimated New Cases* Estimated Deaths
Male Female Male Female
Prostate Breast Lung & bronchus Lung & bronchus
233,000 (27%) 232,670 (29%) 86,930 (28%) 72,330 (26%)
Lung & bronchus Lung & bronchus Prostate Breast
116,000 (14%) 108,210 (13%) 29,480 (10%) 40,000 (15%)
Colon & rectum Colon & rectum Colon & rectum Colon & rectum
71,830 (8%) 65,000 (8%) 26,270 (8%) 24,040 (9%)
Urinary bladder Uterine corpus Pancreas Pancreas
56,390 (7%) 52,630 (6%) 20,170 (7%) 19,420 (7%)
Melanoma of the skin Thyroid Liver & intrahepatic bile duct Ovary
43,890 (5%) 47,790 (6%) 15,870 (5%) 14,270 (5%)
Kidney & renal pelvis Non-Hodgkin lymphoma Leukemia Leukemia
39,140 (5%) 32,530 (4%) 14,040 (5%) 10,050 (4%)
Non-Hodgkin lymphoma Melanoma of the skin Esophagus Uterine corpus
38,270 (4%) 32,210 (4%) 12,450 (4%) 8,590 (3%)
Oral cavity & pharynx Kidney & renal pelvis Urinary bladder Non-Hodgkin lymphoma
30,220 (4%) 24,780 (3%) 11,170 (4%) 8,520 (3%)
Leukemia Pancreas Non-Hodgkin lymphoma  Liver & intrahepatic bile duct
30,100 (4%) 22,890 (3%) 10,470 (3%) 7,130 3%)
Liver & intrahepatic bile duct Leukemia Kidney & renal pelvis Brain & other nervous system
24,600 (3%) 22,280 (3%) 8,900 (3%) 6,230 (2%)
All sites All sites Al sites Al sites
855,220 (100%) 810,320 (100%) 310,010 (100%) 275,710 (100%)

*Excludes basal and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder.

©2014, American Cancer Society, Inc, Surveillance Research
Figura 2. Estimacidon de nuevos casos de cdncer y muertes asociadas a cancer en el 2014.
(Cancer Facts and Figures 2014. American Cancer Society.

http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2014/)

En Espaiia, la incidencia global ha venido aumentado a lo largo del pasado siglo, especialmente
en los hombres, estimandose que cada afio se diagnostican unos 20.000 casos nuevos, lo que
representa un 12% de todos los canceres. Segun el Instituto Nacional de Estadistica en Espafia
el cancer de pulmén es una enfermedad que se encuentra en clara progresién y cuenta con la

mortalidad mas elevada de todos los tumores.
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El CP se presenta principalmente en personas mayores, con una edad promedio en el
momento del diagndstico de 70 afios [3]. Aproximadamente 2 de cada 3 personas
diagnosticadas de CP son mayores de 65 afios y menos del 2% de los casos se presentan en
menores de 45 anos. En general, la probabilidad de que un hombre desarrolle CP en su vida es
1 de cada 13 y para una mujer es 1 de cada 16 [4].

La incidencia de este tipo de cancer en las mujeres empezd a aumentar de manera significativa
en 1973 y llegd a su punto mas elevado a finales de 1990 [5]. La mortalidad por CP en las
mujeres se estabilizd por primera vez en 2003, dos décadas mas tarde que los hombres [5, 6].
Las diferencias de género en el CP reflejan las diferencias histéricas en la captacién y la
reduccion del consumo de cigarrillos en los ultimos 50 afios.

La incidencia también difiere segun la etnia y la mds elevada se encuentra en los paises
desarrollados. En Estados Unidos, durante el periodo 2006-2010, los afroamericanos tuvieron

la mayor tasa de incidencia, mientras que los hispanos presentaron la menor (Figura 3) [3, 7].

M
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Figura 3. Numero de casos de cancer de pulmén por 100.000 habitantes por etnia y sexo [3].

La tasa de supervivencia en pacientes con CP varia dependiendo del estado de evolucién del
tumor en el momento del diagndstico. La supervivencia global a los cinco afios es menor del
14% en hombres y menor del 18% en mujeres. Estos valores no han cambiado en las ultimas

dos décadas a pesar de los esfuerzos y avances realizados en su tratamiento y diagndstico [8].
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Etiologia

La aparicidn de esta enfermedad deriva de la interaccion entre exposicion a agentes causantes
y una susceptibilidad individual frente a los mismos. Cada uno de los factores de riesgo tiene
una importancia diferente en la etiologia de esta enfermedad. A continuacién enumeraremos

algunos de los mas importantes.
El tabaco

El consumo de tabaco es la principal causa de CP y el riesgo aumenta con la cantidad y la
duracion del consumo de éste. En Estados Unidos aproximadamente un 80% de las muertes

por CP en hombres y mujeres son directamente atribuidas al consumo del tabaco.

Cada cigarrillo contiene diferentes componentes quimicos, algunos de los cuales son
altamente cancerigenos. Los componentes mas agresivos son el 4-(metilnitrosamino)-1-(3-
piridil)-1-butanona (NNK) y los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA), siendo necesaria su
activacion metabdlica para inducir carcinogénesis. El NNK se une a determinados receptores
que activaran la via de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI13K/AKT), crucial en el crecimiento y la
supervivencia celular. La activacién anormal de la via PI3K/AKT provoca alteraciéon de los
mecanismos de control del crecimiento y la supervivencia celular, lo que favorece el
crecimiento competitivo, la capacidad metastdsica y frecuentemente, una mayor resistencia a
los tratamientos. Ademads, pueden activar genes de la familia Ras, como el KRAS; y aumentar la
activacion de las DNA metiltransferasas en los neumocitos [9]. Los HPA promueven la aparicion
de mutaciones vy si estas afectan a los genes supresores de tumores como TP53, RASSF1A y
FHIT, pueden producir alteraciones en la regulacion del ciclo celular, en la reparacién del DNA
y la apoptosis [10]. La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha
identificado al menos 50 componentes carcinogénicos en el humo del tabaco que tienen como

diana genes importantes en la biologia del CP [11, 12].

La nicotina que contiene el tabaco se ha descrito que inhibe la apoptosis y puede actuar como
un carcinégeno en las células epiteliales del pulmoén. Ademads, se ha identificado un locus de
dependencia en el cromosoma 15¢24-25, que se incluye en el cluster de los genes del receptor
nicotinico a5-a3-PB4. La alteracion de un aminoacido en la subunidad a5 del receptor nicotinico
también influye en el riesgo de padecer un CP, enfermedad pulmonar obstructiva crénica

(EPOC) y en la enfermedad vascular [13].
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Por lo tanto, en la actualidad disponemos de suficiente evidencia cientifica que demuestra la
relacion de causalidad entre los carcinégenos del humo del tabaco, el dafio celular y el

desarrollo de cancer de pulmon (Figura 4) [14].

Fumar cigarrillos Activacion metabdlica
Adiccionala »  HPA,NNKy » Aductode DNA » Mutacionesyotros ==3{ Cancerde
nicotina otros cambios: k-Ras, pulmon
carcinogenos p53, p16, FHIT,

RASSF1Ay otros
genes criticos.

Figura 4. Carcindgenos del humo del tabaco y cancer de pulmén [14].

El consumo de tabaco de pipa y puros también estd relacionado con la posibilidad de
desarrollar CP, el humo de este tipo de tabaco es mas fuerte y alcalino que el producido por los
cigarrillos [15]. Recientemente, ha aumentado el consumo de cigarrillos light. El contenido de
nicotina en estos cigarrillos es inferior, pero se inhala la misma cantidad de productos quimicos

téxicos. Ademas, al ser cigarrillos mas suaves la persona inhala mas profundamente [16].

Fumar dafia practicamente todos los érganos del cuerpo y disminuye la salud general de la
persona. Aparte de CP, fumar puede causar cancer de esdfago, laringe, boca, garganta, rifion,
vejiga, pancreas, estdmago, cuello del lUtero y leucemia mieloide aguda. Independientemente
de su edad, los fumadores pueden reducir considerablemente el riesgo de enfermedades,

incluyendo el cancer, al dejar de fumar [17, 18].

El tabaquismo pasivo, inhalacion de humo de tabaco generado por un fumador, también se
considera un factor de riesgo. Alrededor de una cuarta parte de los casos entre no fumadores

pueden ser atribuidos al humo del tabaco.
Exposicion a otros componentes carcinogénicos

La segunda causa principal de CP se relaciona a la exposicidon al gas raddén liberado de los
materiales del suelo y la construcciéon en Europa y América del Norte [19]. El radén emite
particulas alfa que provocan dafios en el DNA de las células epiteliales de los bronquios. El
estudio “The low a radon lung cancer study” demostrd un mayor riesgo de desarrollar cancer

de pulmdn con la exposicién ambiental a este componente [20].

El aire exterior puede contener una serie de agentes peligrosos, muchos de los cuales se

generan por la ignicion de combustibles fésiles. Carcindgenos generados por esta combustion
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incluyen los HPA y los metales tales como el niquel, plomo y cromo [21]. Existe una gran lista
de otros factores que promueven el desarrollo de este cancer: la inhalacién de amianto
(especialmente entre los fumadores), ciertos metales (cromo, cadmio, niquel) [22], la
radiacidn, la pintura, exposiciones a los gases emitidos por la fabricacion de caucho,
pavimentos, techos y limpieza de chimeneas (hollin). También se ha descrito la presencia de
compuestos carcinogénicos en los humos que se producen al cocinar con los aceites fritos

[23].
Susceptibilidad genética hereditaria

La genética desempeiia un papel importante en la susceptibilidad a desarrollar CP,
especialmente en las mujeres, en las personas no fumadoras y en las personas que desarrollan
la enfermedad a una edad temprana (CP que se produce antes de los 60 afios). Se estima que
el 1,7% de los CP hasta la edad de 68 anos son hereditarios. Se conoce que las personas con

historia familiar de la patologia tienen un riesgo mayor de padecer CP.

Se ha descrito un locus en la regién cromosémica 6q23-25p donde la presencia de
polimorfismos puede utilizarse para identificar a individuos que pueden ser adecuados para los
programas de cribado de CP [24]. En un 14% de los casos, un locus en la regiéon cromosdémica
15925 se ha asociado fuertemente a CP. Esta regidn contiene varios genes, que codifican
subunidades del receptor nicotinico de la acetilcolina (CHRNA3, CHRNB4 y CHRNAS). Estas
subunidades se expresan en las neuronas y otros tejidos, particularmente en células epiteliales

alveolares, células neuroendocrinas pulmonares y lineas celulares de pulmodn [25, 26].
Enfermedad pulmonar prexistente

Después de haber tenido una enfermedad o lesién que causé una cicatrizacién en los
pulmones o enfermedades relacionadas, como las neumonias, asma y la fibrosis pulmonar, son
factores potenciales de riesgo para el desarrollo de este tipo de cancer, sobretodo para el
subgrupo adenocarcinoma [27, 28]. La tuberculosis también puede suponer un riesgo a
padecerlo. También se ha visto que las personas con anticuerpos frente a Chlamydia
pneumoniae, bacteria que causa infeccidn en el pecho, tienen mayor riesgo a padecer este tipo

de cancer.
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1.2.2 Clasificacion histologica del cancer de pulmdn

La organizacion mundial de la salud (OMS) divide el CP en dos grupos principales sobre la base
de su biologia, terapia y prondstico: cancer de pulmoén de células pequeiias (CPCP) y cancer de

pulmén de célula no pequefia (CPCNP) [29].

Cancer de pulmdn de célula pequena

El CPCP representa del 10 al 15% de los casos de CP y esta estrechamente relacionada con la
intensidad y duracidn del consumo de tabaco [30], el nombre es debido al tamafio de las
células cancerosas cuando se observan al microscopio. Se caracteriza por un perfil agresivo,
con un rapido crecimiento y gran capacidad de producir metastasis [31] y por ello debe de ser
tratado lo antes posible, de dos a cuatro meses desde su diagndstico [31, 32]. Las primeras
técnicas usadas en su tratamiento son la cirugia o la radioterapia [31, 33]. Ambas técnicas
presentan tasas de supervivencia muy bajas a largo plazo y recaidas, por lo general con
enfermedad metastasica a distancia. Su tasa de supervivencia a 5 afios, del 5 al 10%, no ha

mejorado significativamente en los ultimos 40 afios [30, 34].

Cancer de pulmdn de célula no pequeia

El CPCNP representa mas del 85% de los casos. Parte del trabajo de esta tesis se centra en una
serie de pacientes de CPCNP. La clasificacidon histoldgica del CPCNP se divide principalmente en
cancer escamoso (CE) un 25% y cancer no escamoso, que incluye dos grupos: adenocarcinoma

(ADC) un 40% y carcinoma de célula grande un 10% (Tabla 1).

El CE es un tumor epitelial maligno que muestra queratinizacion y/o puentes intercelulares. La
mayoria (90%) se desarrollan en fumadores [35] y se originan en el epitelio bronquial de las
porciones proximales del arbol traqueo-bronquial (bronquios principales, lobares o
segmentarios). Son tumores blancos o grises, con areas centrales con depdsitos focales de
pigmento de carbdn y retraccién en forma de estrella en la periferia. Puede presentar un
crecimiento endobronquial o invasivo y suele cavitarse. Las metastasis a distancia son menos
frecuentes que en el ADC y ocurren en fases tardias de la historia natural de la enfermedad. La
mayoria de los CE expresan queratinas de alto peso molecular, citoqueratinas 5/6 y la proteina

p63 (Figura 5).
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Figura 5. Corte histoldgico de un carcinoma escamoso de CPCNP.

El ADC es el tipo mas comun de cancer de pulmdn, representa aproximadamente un 30-45%
de los tumores pulmonares malignos y su incidencia estd aumentando. Es el mas frecuente en
las personas no fumadoras, particularmente en mujeres [36]. Es un tumor epitelial con
diferenciacidon glandular o produccién de mucina, que muestra un patron de crecimiento
acinar, papilar, bronquioloalveolar, sélido con mucina, o una combinacién de estas variantes.
Histoldégicamente, presenta varios patrones de crecimiento, que pueden aparecer de forma
aislada o combinados en diferentes areas del mismo tumor. Lo mas frecuente es que haya una
combinacidn de varios patrones histolégicos, lo que da lugar al denominado adenocarcinoma
mixto. Este subtipo representa aproximadamente el 80% de los adenocarcinomas resecados
quirargicamente. Cuanto mas grande es el tumor, mds frecuente es que presente una
combinacidn de diferentes patrones histolégicos. La subclasificacion de este grupo que se usa

actualmente afiade numerosos subtipos [37] (Figura 6).

Figura 6. Corte histolégico de un adenocarcinoma de CPCNP.

Uno de los subtipos mas estudiados es el carcinoma bronquioloalveolar que crece de una
forma lepidico a lo largo de los septos alveolares. Mas del 50% de estos tumores se asocian

con zonas cicatriciales y, con frecuencia, el tumor crece alrededor de la cicatriz.
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Histoldégicamente, el carcinoma bronquioloalveolar puro es raro, siendo mas frecuente el
adenocarcinoma mixto con rasgos bronquioloalveolares. Tipicamente, se presenta en una de
estas 2 formas: mucinoso (mas frecuente y con tendencia a ser multicéntrico) y no mucinoso
(tiende a ser solitario). Este tipo de CP se desarrolla en pacientes no fumadores y se asocia con
mutaciones en EGFR. Por otra parte, las lesiones de pequefio tamaifio que se detectan en las
tomografias computarizadas (TCs) con frecuencia corresponden a carcinomas

bronquioloalveolares.

El carcinoma de células grandes es un tumor pobremente diferenciado que carece de las
caracteristicas citoldgicas y de la citoarquitectura de los carcinomas microciticos (de células
pequefias) y que no presenta diferenciacion glandular o escamosa. Por lo tanto, el diagndstico
se realiza por exclusidon. Aproximadamente el 10% de todos los cdnceres de pulmén son
carcinomas de células grandes, y la mayoria de ellos se presentan en hombres. Estos tumores
se desarrollan principalmente como masas de gran tamafio en la periferia del pulmén, por lo
que se detectan habitualmente en las radiografias de térax. Con frecuencia, el tumor invade la
pleura visceral, la pared toracica y otras estructuras vecinas. Las metdstasis a distancia se
observan fundamentalmente en los ganglios linfaticos hiliares o mediastinicos, la pleura, el

higado, el hueso, el cerebro y el pericardio.

Clasificacion histolégica de la OMS del cancer de pulmoén de células no pequeiia

1. Carcinoma de células escamosas

Papilar

Célula clara

Célula pequefia

Basaloide

2. Adenocarcinoma

Adenocarcinoma con subtipos mixtos

Adenocarcinoma Acinar

Adenocarcinoma Papilar

Carcinoma bronquioloalveolar

No mucinoso

Mucinoso

Mucinoso y no mucinoso mixto o de tipo celular indeterminado

Adenocarcinoma sélido con mucina

Adenocarcinoma fetal bien diferenciado

Adenocarcinoma mucinoso (coloide)
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Cistoadenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma de células en anillo de sello
Adenocarcinoma de células claras
3. Carcinoma de células grandes
Carcinoma neuroendocrino de células grandes
Carcinoma neuroendocrino de células grandes combinado
Carcinoma basaloide
Carcinoma de tipo linfoepitelioma
Carcinoma de células claras
Carcinoma de células grandes con fenotipo rabdoideo
4. Carcinoma Adenoescamoso
5. Carcinoma sarcomatoide
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma fusiforme
Carcinoma de células gigantes
Carcinosarcoma
Blastoma pulmonar
6. Tumor carcinoide
Carcinoide tipico
Carcinoide atipico
7. Carcinoma de tipo de glandulas salivales
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma quistico adenoide

Carcinoma epitelial-mesenquimal

Tabla 1. Clasificacion histoldgica del CPCNP. Adaptado de la clasificacidn de la OMS del 2004.

El primer criterio de diagndstico es el morfoldgico, de acuerdo a lo establecido por la OMS en
2004. El diagndstico de cancer escamoso requiere la presencia de puentes intercelulares o
queratinizacion evidenciable como disqueratosis o perlas cérneas. El de adenocarcinoma se
realiza cuando se observan cuerpos glandulares y/o produccién de mucina en forma de
vacuolas. El segundo criterio consiste en la utilizacién de técnicas auxiliares como la
preparacion de histoquimicas del tipo PAS diastasa y mucicarmin o el uso de la

inmunohistoquimica (IHQ) con paneles de anticuerpos (Tabla 2).
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Se recomienda la utilizaciéon de PAS diastasa o mucicarmin cuando se observan vacuolas intra-
citoplasmadticas no categéricas de secrecion. Si con estas técnicas se demuestra que contienen
mucina se define el diagndstico de ADC poco diferenciado. Si los criterios morfolédgicos y de

histologia no son suficientes se deben utilizar técnicas de IHQ [38, 39].

Marcador Patron Glandular Patron Escamoso |
TTF1 o
CK7 + -
Proteina surfactante + =
Napsina + -
P63 - +
CDK20 +/- -
CK5/6 - +
CK 34BE12 - +
Desmocolina-3 - +
KRT81 - +

Tabla 2. Marcadores utilizados de rutina en la clasificacion del tipo histoldgico.

En estudios moleculares se ha sugerido un panel minimo de dos marcadores, el TTF1 y p63 en
el diagnéstico diferencial entre ADC y CE por IHQ. EI TTF1 es el mejor marcador de ADC y como
marcador de linaje ayuda a confirmar el diagndstico de origen pulmonar en 75-80% de los ADC
de pulmédn [40]. p63 es un marcador recomendado para establecer diferenciaciéon de células
escamosas, con alta sensibilidad aunque en baja proporcién también puede expresarse en
adenocarcinomas [41]. p40, una de las isoformas de p63 (ANp63-p40) es un marcador de
diferenciacion escamosa mas especifico que el marcador p63 habitualmente usado. El
cuidadoso examen morfoldgico e interpretacion estricta de la IHQ nos facilitan unas suficientes
y apropiadas herramientas para determinar los diferentes grupos dentro de los CPCNP. Uno de
los trabajos realizados por nuestro grupo determind la proteina KRT81 como buen marcador

de CE con una especificidad superior al 95% [42].
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1.2.3 Origen celular del cancer de pulmon

El origen celular del cancer de pulmodn sigue siendo en gran medida desconocido. Los subtipos
histoldgicos de CP siguen un patrén de distribucidn del eje proximal a distal, desde la traquea.
Los diferentes subtipos histopatoldgicos surgen a partir de células localizadas en diferentes
areas dentro de un compartimiento o microambiente definido (Figura 7) [43]. Sullivan vy
colaboradores, mediante un trabajo con tumores de pulmdén en ratones transgénicos,
determinaron que en este patrdon de distribucion, el CE podria derivar de la via aérea proximal
y el ADC de ubicaciones mas distales [44]. Identificar el origen de estas células tiene
implicaciones importantes, no sélo para la comprension de la biologia del cancer de pulmdn

sino también para terapias contra éste [45].

Proximal Airway Distal Airway

Bronchus Bronchiole Alveolus

Lungtumors

Squamous Carcinomas SCLC Adenocarcinomas

Goblet cell Claracell Bronchioalveolar
-t stem cell

Ciliated cell @ Claravariantcell Type Il pneumocyte @
&

Pulmonary
neuroendocrine cell J Type | pneumocyle /

Figura 7. Sitios propuestos para la auto-renovacion y la iniciacidon del tumor en el epitelio

Basal cell

pulmonar [43].
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El epitelio de pulmén esta formado por una gran diversidad de células, cuyas funciones
principales consisten en facilitar el intercambio de gases, mantener el equilibrio de los fluidos
en el pulmdn, desintoxicacién y limpieza de los agentes externos y la activacion de la
inflamacidn debido a la lesion. La via aérea proximal del tracto respiratorio incluye la faringe, la
laringe, la traquea y los bronquios. El epitelio traqueal de la via aérea se compone
principalmente de células ciliadas que segregan mucosidad para mantener la superficie del
epitelio lubrificado y permiten atrapar y eliminar los elementos extrafios. El tracto pulmonar a
continuacién se ramifica en los bronquiolos y alvéolos, las células presentan una morfologia
cubica. En esta regioén, el epitelio pulmonar esta cubierto por las células Clara, que sirven para
proteger y desintoxicar el epitelio bronquiolar. Las regiones mds distales del pulmdn contienen
los bronquiolos terminales y los alvéolos, donde se produce el intercambio gaseoso en los
sacos alveolares dentro de los lechos capilares. Los alvéolos estan formados por los
neumocitos tipo 1 y tipo 2. La morfologia plana de los neumocitos tipo 1 permite la difusién
del gas en los lechos capilares adyacentes. Los neumocitos tipo 2 presentan estructuras mas
cubicas, su principal funcién es la de secretar proteinas que sirven para regular el equilibrio de

liguido pulmonar y proporcionar elasticidad al epitelio pulmonar.

Las células iniciadoras de cancer son propensas a exhibir propiedades inherentes a las células
madre de los tejidos. Se ha demostrado en muchos tumores sélidos la existencia de
subpoblaciones de células de cancer con propiedades de este tipo [46]. En el caso del tejido
pulmonar la identificacién y caracterizacién de células madre ha progresado lentamente. Esto
se puede atribuir en gran parte a la compleja estructura anatdomica del pulmén y su
heterogeneidad celular. Las células madre presentan una alta capacidad para la auto-
renovacion, produccion de células nuevas y una gran capacidad de proliferar, lo que permitiria
acumular mutaciones genéticas que causan displasia y crecimiento tumoral [47]. La
regeneracién del epitelio pulmonar ocurre cada 30 a 50 dias y es menos frecuente que otros
tejidos, como la sangre, la piel, entre otros. Sin embargo durante la lesion, la renovacién
celular se acelera en distintas regiones en el pulmdn, donde se cree que la auto-renovacion

reside en las células madre [48].

31



Las células basales poseen la capacidad de diferenciacion multipotente y pueden ser
consideradas una poblacién candidata como iniciadoras de tumor. Las células Clara también
poseen esta capacidad de diferenciacion, sin embargo se cree que la mayoria de estas células
no lo hacen. Las variantes de células Clara y células cercanas neuroendocrinas pulmonares
(PNEC) localizadas en la zona de bifurcacién de los bronquiolos se ha demostrado que
proliferan y participan en la renovacién de las vias respiratorias. Estas células se las consideran
las principales responsables del CPCP [45]. En la regidon mas distal del pulmdn donde el epitelio
estd compuesto por neumocitos tipo 1 y 2, son los de tipo 2 considerados como células
progenitoras o células madre del epitelio alveolar en base a su capacidad tanto para dar lugar
a células alveolares tipo | y su capacidad de autorenovacién. La transicién entre los alvéolos y
bronquiolos terminales se conoce como la unién del conducto broncoalveolar (BADJ), donde
existen células variante de Clara con propiedades de célula madre llamadas células madres
broquioalveolares (BASCs), con capacidad de auto-renovacién después de producirse un dafio.
Estos estudios sugieren que estas células podrian ser las responsables del inicio tumoral del

subtipo histoldgico adenocarcinoma [49].

Kajstura y colaboradores, fueron los primeros en evidenciar la existencia de células
multipotentes en pulmén humano adulto. Identificaron un conjunto de células que
presentaban las caracteristicas de célula madre. Determinaron mediante muestras de tejido
tumoral de pacientes, como las células basales epiteliales, las células madres
broquioalveolares, las células Clara y las células epiteliales alveolares tipo Il estaban
involucradas en la respuesta inflamatoria o dafo, causado por agentes externos. Comprobaron
in vitro, que en el pulmén humano hay diferentes tipos de células madres, con capacidad auto-
regeneradora, con capacidad de clonar y multipotente. En estas células, observaron la perdida
de la expresion de marcadores hematopoyéticos, epiteliales, endoteliales o del linaje
mesenquimal. Ademds, observaron que estas células presentaban expresién de genes que
gobiernan la pluripotencia de las células madres embrionarias, tales como, el NANOG, OCT3/4,
SOX2 y KLF4 [50]. Estos hallazgos, junto con los resultados de estudios in vitro, proporcionan la

evidencia de que existen células madre multipotentes en el pulmén humano.
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La autorenovacion de las células madre es un proceso muy controlado que es gobernado por
sefiales del propio nicho de las células madre, asi como el control de las vias Wnt, Shh y Notch.
La via Wnt/B-catenina desempefia un papel importante en la regulacién de la auto-renovacion
de células madre hematopoyéticas, sin embargo, el papel de la senalizacion de Wnt en las

células madre epiteliales de pulmdn es menos conocido [51].

Recientemente, se ha descubierto que la activacién de la via Wnt/B-catenina en el desarrollo
del pulmdn coincide con una expansidon de BASCs y una atenuada diferenciacién bronquiolar
[52]. La via de Shh es una via clave en el desarrollo requerido para la embriogénesis adecuada.
Alteraciones en la expresion y la activacién de esta via dard lugar a deformaciones en el
desarrollo, asi como a contribuir a la tumorogénesis [53]. La via de sefalizacion Notch estd
implicada en el destino celular, la organogénesis y la homeostasis del tejido. La sefializacién de
Notch parece ser necesaria para la determinacion de los destinos de células del epitelio

pulmonar proximal y distal [54].
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1.2.4 Biologia molecular del cancer de pulmén de célula no pequeia

En el cdncer de pulmdn se da una serie de anomalias de origen genético y epigenético que
pueden afectar a oncogenes que dan lugar a una pérdida del control en el mecanismo de
crecimiento celular que conduce a una proliferacion clonal de poblaciones celulares
anormales, y genes supresores de tumores que alteran la fisiologia celular y promueven un
crecimiento tumoral maligno, induciendo una invasién tisular y expansién clonal. El saber
identificar estos cambios nos puede ayudar a mejorar la deteccién precoz de tumores y asi

mejorar las estrategias de prevencion.

Se ha observado que padecer un cancer de pulmoén puede ser debido a la relacién entre la
exposicién a carcindégenos ambientales y la susceptibilidad genética de cada individuo,
anteriormente comentado. Es esta susceptibilidad genética la que resulta determinante para
entender por qué siendo el tabaco responsable de mas del 90% de los casos de cédncer de

pulmon en el hombre y del 80% en la mujer, sélo un 11-12% de los fumadores lo desarrollan.

Como se ha expuesto anteriormente, gran parte de los casos de cancer de pulmdn estan
relacionados con la exposicion ambiental a los carcinogénicos, que promueven la aparicion de
mutaciones por medio de diversos mecanismos. Las proteinas mas importantes en el
metabolismo de los carcinégenos son el CYP1A1 y GSTM. El CYP1A1 es un miembro del gran
sistema enzimatico de los citocromos P450 que actuan activando a los carcindgenos y
permitiendo asi su unién al DNA y resultando asi dafiado. Por otra parte el GSTM1 es una
forma activa del sistema enzimatico Glutation-S-transferasas. Su accién consiste en la
inactivacién de los carcinégenos, en concreto a los metabolitos reactivos de los HAP. Por lo
tanto, un individuo que presente un genotipo con expresion de CYP1Al y GSTM1-null, se
considera de alto riesgo. Estas alteraciones y otras menos conocidas permiten que el DNA
resulte aberrante, de lo que se derivan dafios genéticos quimicamente adquiridos. Los genes
mas susceptibles a padecer anomalias genéticas son aquellos que participan en la fiabilidad de

la reparacion del DNA, su replicacion y la estabilidad gendmica [55, 56].

La activacién oncogénica puede ser causada por una amplificacidon genética, una mutacion, la
sobre-expresidén o por otros mecanismos que afectan al gen. Los oncogenes mas conocidos son
el ERBB-1, ERBB-2, MYC, MET, KRAS y EML4-ALK. ERBB-1 se conoce como el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR). Es una proteina transmembrana con actividad quinasa
citoplasmatica. Esta actividad tirosina quinasa de EGFR puede ser desregulada por varios

mecanismos, como la mutacidn y el aumento de nimero de copias del gen o la sobreexpresion
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de la proteina [57]. Dado que mas del 60% de los CPCNP lo expresan, se ha convertido en una
importante diana terapéutica para el tratamiento de estos tumores. Muchos otros factores de
crecimiento estan asociados e implicados en el cancer de pulmén aunque de estos no se han
realizado tantos estudios. El ERBB-2 codifica para un miembro de la familia de los receptores
de factores de crecimiento epidérmico. Se sobreexpresa en las fases iniciales de la
transformacién tumoral, hasta el 25% en los CPCNP. La sobre-expresion de ERBB-2 constituye

en CPCNP un factor de mal prondstico en supervivencia [58].

El gen KRAS esta implicado en las sefales de transduccion y proliferacion celular. El 90% de las
mutaciones de RAS en los canceres de pulmdn son de tipo KRAS, afectando el coddn 12. Las
mutaciones de KRAS se encuentran con mayor frecuencia en los tumores que surgen de
personas fumadoras ya que se ha evidenciado la correlacién de la mutacién con el consumo de
cigarrillos. Cerca del 10-15% de los CPCNP presentan mutaciones en este gen que activan las
vias de MEK y ERK [59]. La via RAS / RAF / MEK / ERK desregulan las repuestas celulares de los

factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento en muchos tipos de cancer.

En el grupo de alteraciones de los genes supresores tumorales, se incluyen la de los genes que
codifican proteinas que actian de manera fisioldgica en el control del crecimiento, division
celular y en la reparacion del DNA alterado. Lo patolégico vendra asociado con la perdida de la
funcién del gen supresor tumoral. Es comun que un alelo se inactive por perdida de
heterozigosidad, a través de una translocacién o delecién cromosémica, y el segundo alelo se
altere por una mutacidon o por un silenciamiento transcripcional o epigenético. Los mejor

estudiados son RB, P16 y sobre todo TP53.

La funcidn como gen supresor del TP53 es compleja. Codifica para una proteina reguladora de
la transcripcion, que preserva la integridad del genoma delante de cualquier agresién. Su
funcién en la vida celular se dirige a controlar la divisién celular a través del punto de control
G1/S, inhibir la funcién y/o expresion del gen C-MYC (necesario para el ciclo celular) y RAS, y
controlar la iniciacion de la sintesis de DNA. En cédncer de pulmén mutaciones en TP53 se
asocian a la inactivacién de la actividad transcripcional. Es una de las primeras mutaciones
observadas durante la carcinogénesis pulmonar. Una lesidn citotoxica de los agentes que
dafian el DNA o la presencia de hipoxia causa la estabilizacidn de la proteina TP53 que conduce
a la expresidn de genes para la detencion del ciclo celular, lo que permite la reparacion del
DNA o la iniciacion de la apoptosis. Alteraciones en este gen estan presentes en mas del 50%
de todos los tipos morfoldgicos de cancer de pulmdn. La mayoria de las alteraciones genéticas

de TP53 en tumor son mutaciones puntuales dentro de las secuencias codificantes. Se
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encuentran agrupadas entre los exones 5 y 8 en regiones conservadas. Las mutaciones de TP53
se encuentran mas frecuentemente en los fumadores en comparacion con los no fumadores,
71% en comparacién con el 48%, respectivamente y confieren un mal prondstico. Los patrones
de mutacion TP53 son diferentes en los cdnceres de pulmdén que surgen en las personas
fumadoras y no fumadoras. Los cambio de G:C a T:A y A:T a G:C en las islas CpG son mas
frecuentes en los fumadores, un 45% comparado con 10% en los no fumadores. Por lo
contrario, los cambio de G:C a T:A en sitios no-CpG es mds comun en las persona que nunca

han fumado, el 29% en comparacion con el 4% en fumadores [60].

El gen del restinoblastoma actda como un regulador del ciclo celular, deteniéndolo. La via de
PRB (proteina retinoblastoma) juega un papel esencial en la supresién de tumores en el
epitelio pulmonar y también se encuentra alterada en otros tipos de cancer. En el estado
hipofosforilado, la PRB estd activa y lleva a cabo su funcién de supresora de tumor inhibiendo
la progresion del ciclo celular. La hiperfosforilacion de la ciclina D1/CDK4 inactiva PRB, durante
la transiciéon de la fase M a G1 en el ciclo celular y puede evitar que la célula entre en un nuevo
proceso de division. La pérdida o mutacion de la PRB se encuentra entre el 15-30% de los

CPCNP [61].

El cancer de pulmdén muestra inestabilidad genética que da lugar a pérdidas o ganancias de
porciones enteras o parciales de cromosomas. Las causas exactas de la inestabilidad del
cromosoma son inciertas. Otra forma de inestabilidad cromosdémica es la inestabilidad de
microsatélites que resulta en cambios de la secuencia de DNA. Hay alteraciones en genes
encargados de la reparacion del DNA. Se trata de proteinas que regulan el ciclo celular y que

reparan el DNA aberrante e impiden su replicacién.

Los cambios epigenéticos también son comunes en el cancer de pulmén. La hipermetilacién de
las citosinas en las islas CpG del promotor de un gen puede conducir a la pérdida de la
expresion. El inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina, también denominado P16 es una
proteina supresora de tumores. P16 es inactivado por mutaciones, delecciones homocigéticas

y la hipermetilacién del promotor en el 70% de los casos de CPCNP.

La deteccién del DNA metilado en el esputo o sangre puede ser un biomarcador util para la
deteccion temprana de cancer de pulmén. Se ha demostrado que la deteccidn de tres o mas
genes metilados de un panel de seis genes seleccionados correlacionados con una aumento de
6,5 veces mas en el cancer de pulmdn con una sensibilidad y especificidad de 64% [62].
Ademas, otro cambio epigenético que inhibe el gen de expresidon es la desacetilacion de

histonas. La metilacién del promotor y la desacetilacion de la histona son procesos reversibles,
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por lo tanto, la inhibicién farmacoldgica es una estrategia terapéutica que puede revertir el

silenciamiento de genes supresores de tumores.

Secuencias de teldmero TTAGGG repetitivas localizadas en el extremo de cromosomas de
mamiferos protegen los cromosomas de la degradacidn. Los telémeros se acortan después de
cada divisidn celular. La telomerasa mantiene los teldémeros alargados, por tanto su actividad
son punto de interés en la biologia molecular del CP. El incremento de la expresion de la
telomerasa se cree que contribuye a la inmortalizacion inicial de las células, y la
sobreexpresion de las telomerasas se encuentra en el 80% de CPCNP. El fumar se asocia con el

incremento de la actividad de la telomerasa en células epiteliales bronquiales normales.

Otros genes importantes involucrados en cancer de pulmén son los relacionados con las vias
de sefializacién involucrados en la auto-renovacién y el mantenimiento de las células madre:
NOTCH, WNT Y SHH. Se pueden encontrar mutaciones en estos genes que implican la
desregulacién de sus vias de senalizacion. Es importante conocer estas vias para poder
desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas, que tengan como diana las células madres

tumorales que tienen un papel importante en la progresién del cancer [63].

En los ultimos afios también se ha descrito como los micro-RNAs participan en la biologia del
CPCNP [64], el estudio de estas pequefas moléculas ha sido el principal objetivo de esta tesis

doctoral y por ello las explicaré ampliamente mas adelante.
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1.2.5 Diagnostico, estadiaje, prondstico y tratamiento

Diagndstico

El diagndstico y la estadificacion de un cancer de pulmén deben de comenzar por una buena
historia clinica y exploracidon. La mayoria de los pacientes, entre el 87% y el 94%, que
presentan cancer de pulmdén suelen mostrar sintomas clinicos en el momento de su
diagndstico, cuando acuden a ser visitados por un profesional [65]. El cdncer de pulmdn puede
producir sintomas causados por el tumor primario, por compromiso del parénquima o invasion
de estructures vecinas, o debidos a las metastasis [65, 66]. Los sintomas son principalmente de
origen respiratorio: tos, disnea, dolor toracico y hemoptisis, por compromiso local del tumor

primario o de las metdstasis.

Los estudios de imagen se realizan por medio de las radiografias de tdrax, prueba sencilla y de
facil acceso, y puede servir para pacientes asintomaticos o para el seguimiento de otras
enfermedades. Las TCs deben realizarse en todos los pacientes con sospecha clinica de cancer
de pulmén ya que permite evaluar las caracteristicas del tumor (tamafo, localizacidn,
densitometria, refuerzo del contraste, cavitacion) y establecer su extension (relacién con las
cisuras, superficie pleural, infiltracién de pared, mediastino, hilio, pericardio o diafragma) [67-
69]. La tomografia con emisién de positrones (PET) es recomendable para la estadificacion
mediastinal [70, 71], es muy util en el diagndstico diferencial del nédulo pulmonar solitario. El
PET puede revelar de 5 - 20% de lesiones ocultas, no sospechables clinicamente pero a la vez
presenta muchos falsos positivos [72]. La resonancia magnética (RM) tiene eventual utilidad en
tumores del sulco superior para evaluacion de la extension y el compromiso dseo y de partes

blandas [73].

Una vez se confirma histoldgicamente el cancer de pulmdn, se evalla la existencia de
enfermedad metastasica. Se realiza una resonancia cerebral y una gammagrafia dsea que sirva
para descartar posibles lesiones en la distancia. En el momento del diagndstico, del 50- 55% de
los pacientes presentan diseminacion a distancia. Los sitios y hallazgos mas frecuentes son el
cerebro (10% al diagndstico). Las metdastasis raquideas son menos frecuentes y generalmente
secundarias a afectacién central. Cuando llega a hueso se manifiestan con dolor y fracturas

patoldgicas frecuentes.
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Estadiaje

La estadificacién del cdncer de pulmdn es critica para realizar una descripcidn estandarizada de
la enfermedad que permita determinar el tratamiento a seguir y establecer el prondstico de
los pacientes. La responsabilidad de la estadificacion estara determinada por la participacion
del cirujano tordcico, el neumdlogo, el radidlogo, el patélogo y el oncélogo. Lo ideal en la
estadificacidn clinica es excluir la presencia de metdastasis ganglionar con la mayor exactitud
posible que permitira ofrecer al paciente el mejor tratamiento posible, que es la reseccion
tumoral, ya que el compromiso ganglionar mediastinal indica mal prondstico. Esta
estadificacion pretende establecer la situacién del tumor de acuerdo con el patrén habitual de
diseminacion de este cancer y se utiliza el sistema TNM, proveniente del Ingles, Tumor, Node,
Metastasis. El parametro “T” tumor, se establece respecto al crecimiento del tumor primario
en tamafio o su extensidn a estructuras vecinas. El parametro “N” define la afectacién a nivel
de los ganglios linfaticos y el pardmetro “M” nos describe la presencia o ausencia de

metastasis.

En los pacientes que padecen CPCNP se realiza inicialmente antes de cualquier tratamiento un
estadiaje clinico, basado en la historia clinica del paciente registrada en el hospital, en todas
las pruebas fisicas evaluadas en él, todos los analisis a nivel de laboratorio y radiolégico. En
este tipo de estadiaje se le afiade un prefijo “c” delante del estadio. El segundo estadiaje que
se efectla es a nivel del estadio patolégico, se elaborara a partir del estadio clinico mas los
datos histopatoldgicos del tumor extraido. A este nivel se tienen en cuenta el grado
histoldgico, el estado de los margenes de resecacién y la presencia o ausencia de invasion
linfovascular. La nomenclatura para identificar este estadiaje es afiadiendo una “p” delante del

estadio, cuyo maximo interés es la estimacién del prondstico [74].

La clasificacion TNM utilizada en este trabajo es la que se establecid en 1997 (Tabla 3). En el
2007 se realizé una actualizacién y ésta es la que se utiliza actualmente y se recoge en el

International Asociation for the Study of Lung Cancer (IASLC) en la 72 edicidn [75] (Tabla 4).
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Categoria T (Tumor primario)

TO: Sin evidencia de tumor primario.

TX: No se puede valorar el tumor primario o hay tumor demostrado por la presencia de células
malignas en el esputo o lavados bronquiales, pero no visualizado por técnicas de imagen o

broncoscopia.

TIS: Carcinoma in situ.

T1: Tumor de £ 3 cm en su didmetro mayor, rodeado de pulmon o pleura visceral, y sin evidencia

broncoscdpica de invasidon mas proximal que el bronquio lobar (no en el bronquio principal).

T2: Tumor con cualquiera de los siguientes datos en relacion al tamafio o a la extension: > de 3
cm en su didmetro mayor; afecta el bronquio principal a 2 cm o mas de la carina principal;
invasion de la pleura visceral; asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva que se

extiende a la region hiliar pero no afecta a un pulmén entero.

T3: Tumor de cualquier tamafio que directamente invade cualquiera de lo siguiente: pared
toracica (incluye tumores del surco superior), diafragma, pleura mediastinica o pericardio
parietal; o tumor en el bronquio principal a menos de 2 cm de la carina principal, pero sin

afectacion de la misma; o atelectasia o neumonitis obstructiva asociada del pulmén entero.

T4: Tumor de cualquier tamafo que invade cualquiera de lo siguiente: mediastino, corazdn,
grandes vasos, traquea, esdfago, cuerpo vertebral, carina; nddulo/s tumoral separado del

original en el mismo Iébulo; tumor con derrame pleural maligno.

Categoria N (Ganglios linfaticos regionales) ‘

NO: Sin metdastasis ganglionares regionales.

NX: No se pueden valorar los ganglios regionales.

N1: Metastasis en los ganglios peribronquiales y/o hiliares ipsilaterales, incluyendo la extension

directa del tumor primario.

N2: Metastasis en los ganglio(s) mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales.

N3: Metdstasis en los ganglio(s) mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales,
escalénicos o supraclaviculares (ipsi o contralaterales).

Categoria M (Metastasis a distancia)

MO: No metastasis a distancia.

MX: No se puede valorar la presencia de metastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia que incluye nddulo/s tumoral en otro diferente I6bulo ipsi- o

contralateral.

Tabla 3. El sistema internacional de estadificacion TNM para cancer de pulmén de célula no

pequefia. Adaptado de la OMS de 1997.



Las diferencias existentes en la séptima edicién, con la anterior comentada, se basan en la
reclasificacion de los embasamientos pleurales malignos y de los nddulos pulmonares
separados. Se ha cambiado algun punto de corte en la medida y se han subdividido los grupos
T1, T2 y M1. El grupo T1 se subclasifica en T1 a cuando el tumor es < a 2cm y Tlb se designan
aquellos tumores que se encuentran > de 2cm y < a 3cm. El grupo T2 se subclasifica en T2a
engloba los tumores > de 3cm y < que 5cm y T2b engloba los tumores de > de 5cm y < que
7cm. Los T2 > de 7cm se reclasifica como T3. Los T4 por nédulo(s) adicional(es) en Iébulo del
tumor primario se reclasifican como T3. Los M1 por nddulo(s) adicional(es) en ldbulo
homolateral diferente del tumor primario se reclasifica como T4. Los T4 por derrame pleural
maligno se reclasifica como M1a. En la categoria M, M1 se subclasifica en M1a englobando
nddulo(s) tumoral(es) separado(s) en ldbulo contralateral; tumor con nddulos pleurales o
derrame pleural (o pericardico) maligno. Los M1b englobard a los pacientes con presencia de

metastasis [76].

Categoria T (Tumor Primario) |

TO: Sin evidencia de tumor primario.

TX: Tumor primario que no puede ser evaluado, o tumor probado por la existencia de células
tumorales malignas en esputo o lavados bronquiales pero no visualizado por métodos de imagen

o broncoscopia.

TIS: Carcinoma in situ.

T1: Tumor £3 cm en su mayor didmetro, rodeado por pulmén o pleura visceral, sin evidencia
broncoscépica de invasion mas proximal del bronquio lobar (es decir: no hay invasién en el

bronquio principal).

T1a: Tumor £2 cm en su mayor didmetro.

T1b: Tumor >2cm pero £3 cm en su mayor diametro.

T2: Tumor >3cm pero <7 cm en su mayor didmetro o tumor con cualquiera de las siguientes
caracteristicas (Los tumores T2 con estas caracteristicas se clasificaran como T2a si su diametro es
<5cm): afecta al bronquio principal, distante 2 cm o mas de la carina principal; invade la pleura
visceral; asociado con atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende hasta la regién hiliar

pero no afecta al pulmén entero.

T2a: Tumor >3cm pero <5 cm en su mayor didmetro.

T2b: Tumor >5cm pero <7 cm en su mayor diametro.

T3: Tumor >7cm o de cualquier tamafio que invada directamente cualquiera de las siguientes
estructuras: pared tordcica (incluyendo los tumores del sulcus superior), diafragma, nervio
frénico, pleura mediastinica, pericardio parietal; o un tumor a menos de 2 cm de la carina

principal pero sin invadirla; o asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva del pulmén entero o
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existencia de nédulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor primario, en su mismo Iébulo.

T4: Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes estructuras: mediastino,
corazodn, grandes vasos, traquea, nervio recurrente laringeo, esoéfago, cuerpo vertebral, carina; o
existencia de nddulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor primario, en un Iébulo diferente del

pulmén homolateral.

Categoria N (ganglios linfaticos regionales)

NO: No existen metdstasis ganglionares linfaticas regionales.

NX: Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.

N1: Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales homolaterales y/o hiliares homolaterales e

intrapulmonares, incluyendo la afectacion por extension directa.

N2: Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos homolaterales y/o subcarinales.

N3: Metastasis ganglionares linfaticas mediastinicas contralaterales, hiliares contralaterales,

escalénicas homolaterales o contralaterales, o supraclaviculares.

Categoria M (metastasis a distancia)

MO: No existen metastasis a distancia.

MX: Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas.

M1: Existen metastasis a distancia.

M1a: Existencia de nddulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor primario, en un lébulo del
pulmén contralateral; tumor con nddulos pleurales o derrame pleural (o pericardico)

maligno.

M1b: Existen metastasis a distancia.

Tabla 4. El sistema internacional de estadificacion TNM para cancer de pulmén de célula no

pequefia. Adaptado de la OMS del 2007.



Los pacientes, a su vez, se agrupan en estadios con un prondstico similar con la intencién de

facilitar su manejo. En la tabla siguiente se muestra graficamente la agrupacién por estadios

(Tabla 5).

Carcinoma oculto X NO MO
Estadio O TIS NO MO
Estadio IA Tla NO MO
Tlb NO MO

Estadio IB T2a NO MO
Estadio IIA T2b NO MO
Tla N1 MO

T1b N1 MO

T2a N1 MO

Estadio 1B T2b N1 MO
T3 NO MO

Estadio IIIA Tla N2 MO
Tib N2 MO

T2a N2 MO

T2b N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

T4 N1 MO

Estadio I1IB Tla N3 MO
Tlb N3 MO

T2a N3 MO

T2b N3 MO

T3 N3 MO

T4 N2 MO

T4 N3 MO

Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1la
Cualquier T Cualquier N M1b

Tabla 5. Clasificacion de los estadios. Adaptada por la OMS del 2007.
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Pronostico

El CPCNP en estadio precoz se considera una enfermedad potencialmente curable mediante
reseccion quirdrgica completa. Aproximadamente el 30% de los enfermos se diagnostican en
estadios quirdrgicos pero, a pesar de la cirugia, un nimero importante de enfermos recaen
durante los dos primeros afios de seguimiento. En estadios |, Il y llla pueden recaer hasta el
50% de los pacientes (Figura 8). Los pacientes se tratan con cirugia en estadios iniciales y con
quimioterapia +/- radioterapia en fases mdas avanzadas. Aunque existen avances en el
conocimiento de esta enfermedad, el prondstico de los pacientes con CPCNP sigue siendo

pobre, con una supervivencia global (SG) a los 5 anos alrededor del 15%.

Deaths fH MST5-Year

1A 443 i 831 60  50%
100% — IB 75071284 43 43%
" na 318/483 34 36%
80% — Lo B 1652 /2248 18 25%
AN ma 252873175 14 19%
s 676/758 10 7%
dim \, v 262712757 6 2%
40%
20% B e -
0% T T e T 1 1
0 2 4 6 8 10

Sunival, Years

Figura 8. Supervivencia en afios de pacientes de cdncer de pulmdn clasificados en estadiajes.

Tratamiento del cancer de pulmon de célula no pequeiia.

El tratamiento quirdrgico ofrece la mayor supervivencia y actualmente es el Unico tratamiento
que ofrece poder curativo. El objetivo de la cirugia es obtener la reseccién tumoral completa
tal y como se ha definido por el comité de estadificacion de la IASLC. En el CPCNP se considera
que los estadios la, Ib, lla y llb son susceptibles de un tratamiento quirurgico. Los estadios llla,
lllb y IV no son quirdrgicos y el estadio llla puede ser tratado quirurgicamente en algunos casos

después de una quimioterapia neoadyuvante.

La preparacién preoperatoria es muy importante y tiene que darse con un abandono total del
consumo de tabaco, efectuar ejercicios de fisioterapia respiratoria y rehabilitacion, la
administracion de terapia broncodilatadora o cardiaca (si estd indicada) y el establecimiento

de anticoagulacion profilactica pre y postoperatoria.
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Las resecciones Optimas son la reseccion completa del pulmén (neumonectomia), la
extirpacidon de un segmento del pulmdn (lobectomia o segmentectomia), hasta la reseccidn
exclusiva de la lesién tumoral (tumorectomia). Pueden ampliarse a estructuras o tejidos
afectos por contigliidad como pared toracica, diafragma o mediastino. En cualquier tipo de
reseccion pulmonar completa se debe realizar una diseccién ganglionar sistemadtica que se
define como la extirpacién de todos los ganglios en todas las estaciones ganglionares del

pulmén y del mediastino del lado operado.

Tras la cirugia el tumor se someterda a una reestadificacién en funciéon de los hallazgos

patoldgicos con una nueva clasificacion denominada pTNM.

La cirugia es el tratamiento favorito en aquellos pacientes de CPCNP en estadio | y Il. Con la
cirugia se puede llegar a curar un porcentaje importante de pacientes sin necesidad de realizar
ningun tratamiento posterior, pero el 50% de los pacientes intervenidos recaen: dos terceras
partes de forma sistémica y una tercera parte localmente. Por lo que el tratamiento adyuvante
en los pacientes con cédncer de pulmdn esta justificado. Estudios recientes han validado los
beneficios de la quimioterapia adyuvante tras la cirugia basada en combinaciones que incluyen
platinos, sugerido por el meta-analisis de 1995 [77] en el grupo de pacientes con estadio lla, llb
y llla. De este modo, salvo que existan contraindicaciones para su indicacidon (complicaciones
postquirurgicas, estado funcional, co-morbilidad), se recomienda la prescripcion de 4 ciclos de
guimioterapia en pacientes con estadio ll-llla [78]. La indicacion en pacientes con estadio Ib
debe individualizarse ya que su eficacia es menos clara. La quimioterapia que se emplea es una
combinacion de medicamentos antitumorales que estdn basados en un farmaco clasico pero
muy eficaz en cdncer de pulmdn, el cisplatino. Junto con el cisplatino se afiade otro farmaco
antitumoral con capacidad de destruir las células tumorales; el mas utilizado es el vinorelbina,
ya que es el que ha demostrado mas beneficio en los estudios desarrollados. Los pacientes con
estadios I-1l que presentan tumores resecables pero inoperables por disfuncion respiratoria,
edad, cardiopatia, o rechazo a cirugia tienen indicacién de radioterapia radical con intencién
curativa. Existe posibilidad de curacién en aquellos que presenten tumores de menos o igual a
4cm. En pacientes tratados con cirugia debe asociarse a radioterapia adyuvante si existen
margenes quirdrgicos positivos o afectacidon ganglionar mediastinica (N2, N3). Actualmente es

controvertida su indicacion en N1.

Los pacientes con estadio llla (excepto N2T3) se consideran subsidiarios de tratamiento
multimodal con quimioterapia neoadjuvante seguido de cirugia. La quimioterapia

preoperatoria permite una reduccién del tamafio del tumor que puede facilitar la reseccion
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quirdrgica. En los pacientes con tumores localmente avanzados no subsidiarios de cirugia
curativa, el tratamiento de elecciéon es la combinacidon de quimioterapia y radioterapia. La
quimioterapia puede ser administrada antes de la radioterapia (terapia neo-adyuvante), o
simultdneamente (terapia concomitante). En el estadio lllb, el tratamiento con quimioterapia

con cisplatino y radioterapia tordcica, se considera el tratamiento estandar [79].

En los pacientes de estadio IV generalmente no se tratan con cirugia ni radioterapia. La
mayoria de estos pacientes solo reciben quimioterapia que permite un incremento de la
supervivencia. El propdsito del tratamiento puede ser mejorar los sintomas mediante el
control local del cancer, incrementar las posibilidades de curacién del paciente o prolongar su
vida. Se tiende cada vez mas a la individualizacidn de los tratamientos, la decisidon de que tipo
de tratamiento se aplica se debe a unos criterios clinicos, pero también hay que tener en
cuenta otras caracteristicas como la anatomia patolégica y concretamente, los subtipos
histoldgicos de los pacientes. El uso de farmacos como el bevazicumab o pemetrexed restringe
su eficacia al subtipo carcinoma no escamoso y son considerados tratamientos de primera
linea. Cuando este tratamiento no ha sido eficaz o el tumor ha vuelto a crecer, se puede
plantear aplicar un tratamiento quimioterapéutico de segunda linea. Los farmacos

recomendados en esta situacién son el docetaxel o el pemetrexed.

Otra manera de determinar un tratamiento se basa en los criterios moleculares. Se ha
demostrado que en pacientes que presentan la mutacion de EGFR, farmacos que se llaman
inhibidores de tirosin-kinasa, como el erlotinib y gefitinib van a proporcionar un beneficio mas
alto que la quimioterapia convencional. También se ha demostrado que otro biomarcador, la
translocacion ALK, que ocurre en 5-7% de los ADC, es altamente sensible a un nuevo farmaco
llamado crizotinib, inhibidor de la cinasa. La cinasa es una substancia que se produce de

manera natural y actda en la multiplicacion de las células cancerosas.
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1.3 Generalidades del cancer colorrectal

1.3.1 Epidemiologia y etiologia

Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) presenta actualmente una alta incidencia y elevada mortalidad. Es
una de las neoplasias mds frecuentes en los paises occidentales. Ocupa el tercer lugar en
incidencia en ambos sexos, en el caso de los hombres se encuentra por detras del cancer de
prostata y pulmén, y en el caso de las mujeres se encuentra por detrds del cancer de pulmény
mama. Durante el 2014, en Estados Unidos se estima que se presenten unos 96.830 casos
nuevos de cancer de colon y 40.000 casos de cancer de recto y se esperan 50.310 muertes
causadas por cancer colorrectal [80]. La alta incidencia ha ido decreciendo debido al
incremento del uso de métodos de deteccidn precoz que han posibilitado eliminar los pdlipos
(crecimientos anormales de tejido que surgen de la capa interior o mucosa del intestino grueso
y sobresalen al canal intestinal) antes de que progresen a cancer. Del 2006 al 2010, la tasa de
incidencia ha disminuido un 3,7% por afio en personas de mas de 50 afios. La tasa de
mortalidad también se ha visto disminuida en las Ultimas dos décadas; desde el 2006 al 2010

en hombres ha disminuido un 2,5% y en mujeres un 3,0%.

La edad media de presentacién es de 68 afios y un 90% de los pacientes tienen mds de 50 afios
en el momento del diagndstico, pero también puede aparecer en personas jovenes. Los casos
gue aparecen a edades tempranas suelen tener una predisposicion genética. La mayor
incidencia se registra en paises de Europa, América del Norte y Oceania, mientras que la
incidencia es mas baja en algunos paises de Asia y Africa [81]. En Estados Unidos, la poblacién
con mayor incidencia es la afroamericana. En el periodo 2006 al 2010, este grupo presento una
incidencia un 25% mayor que la poblacién blanca y un 50% superior que los asiaticos u

originales del Pacifico (Figura 9)[3].
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Figura 9. Nimero de casos de CCR por 100.000 habitantes por etnia y sexo [3].

Etiologia

Se conocen muchos factores que pueden aumentar o disminuir el riesgo de padecer un CCR,
algunos de estos factores son modificables y otros no. Factores no modificables incluyen los
factores hereditarios o familiares, pdlipos adenomatosos y antecedentes familiares de
patologias asociadas a inflamacién crdénica del intestino. The American Cancer Society y otras
organizaciones, recomiendan que las personas que tengan alta probabilidad de padecer un
CCR se sometan lo mas temprano posible a un screening de deteccidn precoz de pélipos. Los
factores de riesgo modificables son aquellos factores que cuando se cambian pueden suponer
una disminucion de padecer un CCR, por ejemplo el realizar actividad fisica, la disminucion de
la obesidad, disminuir el consumo de carne roja u otras carnes procesadas, dejar de fumary

reducir la cantidad de ingesta de alcohol [80].

El riesgo de padecer un CCR aumenta proporcionalmente con la edad. En el 2010, el 90% de los
casos fueron diagnosticados en personas de mas de 50 afios. Por tanto la edad se considera

uno de los factores de riesgo mds importante en el CCR.

Familiares cercanos de una persona con antecedentes de CCR tienen mayor probabilidad de
presentar esta enfermedad, especialmente si el familiar tuvo el cdncer en edad joven. Cambios
en ciertos genes aumentan el riesgo de padecer cdncer colorrectal. El cancer de colon
hereditario no polipésico (CCHNP) o sindrome de Lynch, el tipo mas comun de CCR heredado,
causado por mutaciones en los genes reparadores del DNA [82]. La poliposis adenomatosa
familiar (PAF) es una enfermedad hereditaria en la que se forman cientos de pdlipos en el

colon y recto debido a mutaciones en el gen APC. Los familiares de personas que presentan
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estos sindromes pueden hacerse pruebas genéticas para buscar mutaciones genéticas
especificas. Es importante destacar, que las personas que ya han tenido un cancer colorrectal
en el pasado pueden recaer una segunda vez, por lo que es importante realizar pruebas de

seguimiento y control de la persona.

Aquellos individuos que presentan otras enfermedades, como diabetes tipo Il presentan un
mayor riesgo de CCR [83]. Padecer colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn, donde se observa
una inflamacién del colon también aumentan el riesgo [84]. El tabaco puede hacer que la
persona presente un nimero mayor de pdlipos y esto implique que tenga mayor riesgo de

padecer un CCR [85].

La dieta tiene un papel muy importante y cada vez se tiene mas en consideracion. Las dietas
ricas en grasa y pobres en frutas y verduras, con una pobre aportacion de calcio, folato y fibra
también pueden aumentar el riesgo de CCR [86]. El consumo de leche y calcio, y los niveles de
vitamina D en sangre parecen disminuir el riesgo de CCR [87]. Se ha demostrado que hay
factores protectores que se tienen que tener en cuenta y que son importantes para prevenir

esta patologia.
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1.3.2 Clasificacion del cancer colorrectal

La mayoria de los tumores colorrectales se incluyen dentro de los tumores de tipo esporadico
(75-80%). Se estima que hasta un 30% del total de tumores detectados podrian tener un
componente hereditario familiar. Entre un 5-6% de la poblacidn afectada se asocia con
sindromes hereditarios autosdomicos dominantes, principalmente el CCHNP y la PAF (Figura 10)

[88].

 CCR Esporadico

B CCR Hereditario familiar
[ CCHNP

B PAF

M Poliposis hamartomatosa

Figura 10. Distribucion de los subtipos de cancer colorrectal en la poblacion.

Cancer colorrectal esporadico

En el CCR esporadico se producen una serie de cambios genéticos que permiten la pérdida de
genes supresores de tumores y activacion de oncogenes. En 1990, Vogelstein describid en su
modelo genético de multiples etapas, que la acumulacidon de multiples mutaciones genéticas
conducian a un crecimiento de las células epiteliales en el colon [89]. En la actualidad se sabe
que los cambios pueden ocurrir por dos mecanismos diferentes. El primero, denominado
inestabilidad cromosdmica (INC), se asocia a una pérdida de heterocigosidad en varios locus,
en particular en determinados niveles de los cromosomas como el 5q¢, 17p y 1891, lo que
produce una acumulacién de desérdenes cromosdmicos. Esto aparece en el 80-85% de los CCR
esporadicos. Un segundo mecanismo, es la inestabilidad de microsatélites (MSl), este conduce
a una alta velocidad de mutaciones puntuales. Los microsatélites son regiones cortas de DNA
que se repiten en tandem y que pueden estar dentro de genes, o bien, constituyen regiones
del genoma que no codifican [90]. La MSI ocurre entre un 15-20% de los CCR y es el resultado
de la inactivacidn del sistema de reparacidn de apareamientos erréneos (MMR), ya sea por
mutaciones en dichos genes o bien por la hipermetilacién del promotor del gen MLH1, uno de

los genes del sistema.
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En la mayoria de los casos esporddicos, la MSI aparece cuando la regién promotora de MLH1

resulta silenciada por una hipermetilacidn de islas CpG [91].
Cancer hereditario familiar

El cancer colorrectal familiar hace referencia a aquella situacion en la que existen
antecedentes familiares de CCR, pero no se cumplen ni los criterios clinicos ni los moleculares
de los sindromes hereditarios conocidos. Esta bien establecido que la existencia de
antecedentes familiares de CCR aumenta el riesgo de desarrollar esta neoplasia y que este
riesgo varia en funcién del nimero de familiares afectados, la edad al diagnédstico y el grado de

parentesco.
Cancer colorrectal no esporadico

El CCHNP es la causa mas comun de CCR hereditario, ocurren en un 3% de los casos
hereditarios. Es un sindrome de herencia autosdmica dominante, con elevada susceptibilidad a
CCR vy otras neoplasias extracoldnicas asociadas. La edad media de presentacion del cancer
colorrectal es aproximadamente 45 afios. El CCHNP se produce por mutaciones en los genes
que codifican para proteinas que participan en la reparacién de bases mal apareadas. El
CCHNP estd asociado con mutaciones en uno o mas de cuatro de estos genes: MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2, siendo las mutaciones en MLH1 y MSH2 las mas frecuentes (40-50%). La
frecuencia mas baja de mutaciones se da en el gen PMS2, que se presenta mutado en menos
de 2% de los casos [92]. MLH1 y MSH2 representan la base sobre la cual se realizan los

estudios genéticos clinicos para determinar CCHNP en un individuo [93, 94].

La PAF constituye un 1% de los CCR y es un trastorno hereditario autosémico dominante, en el
que se desarrollan multiples pdlipos (mas de 100 pélipos) debido a la mutacién del gen APC,
situado en el brazo largo del cromosoma 5 (g21-g22) [95]. Pacientes con PAF heredan una
copia mutada del gen APC y durante la vida adquieren la inactivacién de la otra copia del gen
APC, que acelera la progresidon a padecer un CCR. Es diagnosticada a partir del afio de edad,
pero es a partir de los 40 afios de edad cuando aparece el CCR si no se realiza el tratamiento
adecuado [96, 97]. Mas de 1.000 mutaciones diferentes del gen APC se describen como una
causa de la PAF. La PAF atenuada (PAFA) es una variante menos agresiva de la PAF, que se
caracteriza por un menor nimero de pdlipos adenomatosos (de 10 a 100 pdlipos) que

aparecen a una edad mas tardia y tienen un menor riesgo de padecer cancer [98].
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La poliposis hamartomatosa representa un pequefio porcentaje de todos los pdlipos de colon,
menos del 1%. Afecta principalmente a la poblacién pediatrica y adolescente. Estos pdlipos se
derivan de una proliferacién anormal de las células nativas del tejido de origen y pueden
contener componentes celulares de cualquiera de las tres capas germinales que forman los
intestinos [99]. Ejemplos tipicos de este sindrome son el sindrome juvenil de poliposis que se
asocia con mutaciones del gen SMAD-4 [100] y BMP1A [101] y el sindrome de Peutz-Jeghers
(SPJ). EL SPJ es un trastorno genético autosdmico dominante, caracterizado por multiples
polipos hamartomatosos en el tracto gastrointestinal, sobretodo se encuentran en el intestino
delgado. Los pdlipos presentan un didmetro de 0,1 a 5 cm y el nimero varia entre 1 a 20 por
cada segmento del tracto gastrointestinal. Las manifestaciones extraintestinales mas
caracteristicos son las lesiones mucocutaneas causando manchas de hiperpigmentacion en la
boca, manos y pies, que suelen presentarse en la infancia y se desvanecen en la adolescencia
tardia. Los pacientes con SPJ tienen una mutacidon de linea germinal de la serina treonina

quinasa 11 (STK-11), un gen supresor de tumores [102].
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1.3.3 Origen celular del cancer colorrectal

El epitelio del intestino se somete a una regeneracion rapida y continua, con el apoyo de las
células madre intestinales de las criptas. Esta caracteristica aumenta gravemente el riesgo para

la conversién maligna y de manifestar un cancer [103].

Inicialmente, los estudios sobre la patogénesis del CCR se centraron en el proceso de seleccion
clonal, un modelo de carcinogénesis postulado en 1975 [89]. La caracterizaciéon de los
mecanismos genéticos que se relacionaban a este proceso vino de la mano de Vogelstein y
colaboradores en 1990, que desarrollaron el modelo molecular de la progresién del CCR
conocido como "modelo Vogelstein". De acuerdo con ello, el CCR se desarrolla a partir de
células epiteliales que recubren el tracto gastrointestinal, sometidas a mutaciones
secuenciales en genes supresores de tumor y oncogenes que afectan al balance entre la

proliferacién celular y la apoptosis (Figura 11) [89].

Mutation Mutation Loss Mutation
and loss and loss
APC KRAS SMAD2/4 P53
Normal epithelium Early adenoma/ Intermediate Late adenoma Carcinoma Metastasis
dysplastic crypt adenoma

| Other genetic atterations

Figura 11. Progresion de epitelio normal a carcinoma colorrectal [104].

Cada uno de estos eventos mutacionales le confiere a cada una de las células del tumor una
ventaja de crecimiento. Y cada evento que le sigue le confiere a la célula ventajas adicionales
de crecimiento en comparacion con el resto de las células del tumor que traen como resultado
la expansion clonal en multiples etapas y al final, la progresiéon del tumor. Como se ha
comentado anteriormente, los eventos mutacionales pueden ser pequefias delecciones,
inserciones o sustituciones de un solo nucleétido, pero también pueden ocurrir cambios

genéticos mayores como amplificacién génica o pérdida de cromosomas completos.

53



La correcta identificacién y el aislamiento de las células responsables de la formacién del
tumor siempre es un reto en la investigacion del cancer. Aunque las células madres se ha visto
que estan implicadas en la carcinogénesis de colon, debido a la complejidad de su biologia y
aspectos técnicos no resueltos, es todavia un tema de debate [105]. La fraccién de células
madre dentro del CCR puede ser identificado por la expresion del marcador de superficie
celular CD133 [106]. CD133 es una glicoproteina transmembrana, expresada por progenitores

pertenecientes a linajes neuronales, hematopoyéticos, epiteliales y endoteliales.

En los ultimos afios, CD133 ha sido reconocido como un marcador de células madre putativo
de muchos tumores sélidos humanos, incluyendo neoplasias del higado, pancreas y colon. Sin
embargo, a pesar de los constantes esfuerzos de investigacién, los mecanismos moleculares y
vias de sefializacion que regulan el comportamiento de la expresién de CD133 en células
madre sigue sin conocerse. Se ha demostrado que este antigeno se expresa en porcentaje
significativamente mayor en las muestras de CCR en comparacién con los respectivos tejidos
normales. Hay sin embargo todavia algunas controversias sobre el papel de CD133 como
marcador de célula madre en el CCR; las teorias opuestas emergen de la evidencia de que la
mayoria de los anticuerpos se dirigen a CD133 con glicosilacidon dependiente de epitopos, cuya

presencia se relaciona con la etapa de diferenciacion de la célula [107, 108].

Del mismo modo que en el CP, uno de los puntos de mas controversia es la célula responsable
de la formacién del cancer. Se han sugerido dos hipétesis posibles: la teoria "Bottom-up" y la
teoria "Top-down". La primera teoria propone que una célula madre intestinal de la cripta (ISC)
(flecha amarilla en Figura 12A) es la primera célula transformada como consecuencia de la
diferenciacidon anémala, dando lugar directamente a las células cancerosas o la adquisicion de
comportamiento de célula madre antes de inducir el cancer. La segunda teoria propone que
una célula diferenciada (flecha amarilla en Figura 12B) es la primera célula transformada que

puede adquirir el comportamiento de células madre antes de inducir cancer [109].
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1.3.4 Biologia molecular del cancer colorrectal

Mutaciones en genes supresores de tumores y oncogenes

En las primeras fases de la carcinogénesis, la mutacién del gen APC ocurre en mas del 80% de
los adenomas y carcinomas colorrectales esporadicos y en el caso de la PAF [110], ya
comentado anteriormente. El producto del gen supresor tumoral APC es una proteina
multifuncional relacionada con la via de sefializacién Wnt en la cual participa directamente la
B-catenina. La B-catenina es un componente principal de las uniones intercelulares tipo
adherentes, y participan en la sefializacién celular y procesos de transcripcion. El mecanismo
de accidon de esta proteina opera en ausencia de sefial por Wnt donde la B-catenina es
fosforilada por un complejo proteico (conformado por la caseina cinasa-1 (CK1), sintasa de
glucdgeno 3B (GSK3B), axina y APC) para ser marcada por la ubiquitina y posteriormente ser
degradada por el proteosoma (Figura 13A), por lo contrario, la presencia de Wnt desencadena
la inactivacién de GSK3B, y en consecuencia los niveles de B-catenina aumentan y se
translocan al nucleo actuando como coactivador de la transcripcion al unirse a factores de
transcripcién como TCF/Lef (Figura 13B) generando sefiales de proliferacidn, diferenciacion
celular y resistencia a la apoptosis por la activacion de los genes C-MYC y CICLINA D que

favoreceran la aparicion del adenoma [111].
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Figura 13. Representacion de la sefializacion de Wnt/B-catenina. A. En ausencia de la sefial de
Whnt, la B-catenina se degrada via proteosoma gracias al complejo formado con APC, Axin,
GSK3pB y CK1. B. En presencia del ligando de Wnt, un receptor Dvl no permite crear el complejo

citoplasmatico encargado de la degradacién de la B-catenina. Posteriormente se translocan al
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nucleo y sirve como un co-activador para el TCF/Lef que permitira activar los genes sensibles

de Wnt [112].

En las siguientes etapas, cuando el proceso se dirige hacia un adenoma mds avanzado, se
producen mutaciones en diferentes genes, tales como KRAS, SMAD2/4 y TP53 que participaran
en la formacién del carcinoma [113]. KRAS es un oncogén que se encuentra en el brazo corto
del cromosoma 12. Alrededor de un 40% de los CCR presentan mutaciones en los codones 12 y
13. Las mutaciones en este gen suponen su activacion, que implica la activacion de la cascada
de sefializacion de la MAPs quinasas que activan factores de transcripcidon que favorece la
expresion de genes asociados con la proliferacion celular. Esto implica que las células

tumorales presenten mas proliferacidn celular y resistencia a la apoptosis [114].

El gen SMAD4 se encuentra en el cromosoma 18 y codifica una proteina implicada en la via de
sefalizacion del factor de crecimiento transformante beta TGF-B [115]. Se observan
delecciones en homozigosis, mutacion puntual y/o perdida de expresion en un 20% de los
adenomas y este porcentaje aumenta en carcinomas, que se asocia a una metastasis a

distancia [116].

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 afectando a vias determinantes en
la progresion del adenoma a tumor maligno. En el caso del CCR los estudios han demostrado
que las mutaciones somaticas en el gen TP53 se han encontrado en el 43,3% de las muestras.
Del mismo modo que en el CP, las mutaciones en TP53 se asocian con la pérdida de la funcién
de promover la reparacién del dafio en el DNA y la capacidad de inducir la apoptosis por este.
Ademas las mutaciones se ven acompafiadas por una inestabilidad cromosdmica, que favorece

la aparicion de nuevas alteraciones.

Inestabilidad cromosomica

Las alteraciones cromosdmicas se refieren a factores que alteran el nUmero de cromosomas de
la célula (aneuploidia o poliploidia), o factores que alteran fragmentos de cromosomas y por lo
tanto alteran un numero estimado de genes de forma simultanea (delecciones o adiciones).
Los segmentos cromosOmicos que se pierden con mayor frecuencia en el CCR son el brazo
largo del cromosoma 5 (5g a nivel del gen APC), aunque la delecidn en este cromosoma
también ha sido asociada a lesiones benignas como pdlipos. En las etapas posteriores, en los
adenomas, se han identificado mutaciones en el cromosoma 12 (12p nivel del gen KRAS), las

alteraciones cromosdmicas responsables de la transformaciéon maligna parecen estar ubicadas
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en el brazo corto del cromosoma 17 (17p a nivel del gen TP53) y el brazo largo del cromosoma

18 (18q a nivel del gen DCC) [117].
Inestabilidad de microsatélites

La acumulacién de mutaciones en una célula puede causar anormalidades en el nimero de
cromosomas y pérdida de alelos; como se ha comentado en apartados anteriores, un 15-20%
de los tumores esporadicos en CCR estan asociados a la MSI [117]. Los microsatélites se
caracterizan por ser pequefos fragmentos de DNA (de aproximadamente 5 nt de longitud) los
cuales se repiten a lo largo del genoma; las repeticiones mas observadas en el genoma
humano son el dinucledtido Adenina-Citosina (AC). Si una repeticion muestra diferencias
estables y heredables dentro de una poblacién de individuos, se dice que las repeticiones son
polimorficas, por el contrario, si las repeticiones son muy estables y no se observa variacion de

estas a lo largo de las generaciones se dice que el microsatélite es monomarfico [118].

Se ha encontrado que en individuos con CCR, ocurren inserciones o pérdidas de microsatélites
y pueden suponer acumulaciéon de mutaciones en diferentes genes como Bat26, MSH2 y MILH1
los cuales estdn asociados con cancer a la vez que son cruciales en la iniciacion y progresion del

tumor.

Las mutaciones en los genes asociados a reparacion de errores en la replicacion del DNA estan
altamente relacionadas con el desarrollo de CCR esporadico y hereditario. En el CCHNP
también se han descrito que sucede este mecanismo. Seis genes se han descritos como

causantes de la MSI, el MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, MLH3 y MSH6 (Figura 14) [119].
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Figura 14. Localizacién cromosdmica de los genes asociados a la MSI.
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1.3.5 Diagndstico, estadiaje, prondstico y tratamiento

En estadios tempranos los pacientes con cdncer colorrectal no suelen presentar sintomas, por
lo tanto, los cribados suelen ser necesarios para detectar este tipo de cdncer en las primeras
etapas. Los sintomas de la enfermedad avanzada pueden incluir sangrado rectal, sangre en las
heces, un cambio en los habitos intestinales, dolor tipo cdélico en el abdomen inferior,

disminucién del apetito o pérdida de peso.
Diagndstico

Los examenes médicos que se realizan de acuerdo a su situacién personal, sexo, edad y salud
son necesarios para encontrar pélipos o cancer antes de que se tengan sintomas. A partir de
los 50 afios se recomienda las primeras revisiones, ya que son los individuos que presentan un
mayor riesgo a desarrollar un cancer colorrectal. Un cribado puede detectar y permitir la
eliminacion de los podlipos colorrectales que podrian desarrollarse a cancer. En esta etapa es

cuando el tratamiento puede ser menos extenso y mas exitoso.

La primera prueba que se realiza es el analisis de sangre oculta en heces, si se detecta sangre
se tiene que determinar de donde proviene, pero hemos de tener en cuenta que dolencias
benignas también pueden provocar la presencia de sangre en las heces [120]. El examen rectal
digital forma parte de un examen de rutina para buscar areas anormales con el tacto. Si los
resultados de los exdmenes selectivos de deteccion sugieren que hay cdncer o sintomas lo
primero que se realizard es un examen fisico del paciente. Si el examen fisico y los resultados
de las pruebas no sugieren que haya cancer, se puede decidir que no son necesarios otros
examenes y que no se necesita un tratamiento, pero podra sugerir revisiones posteriores de

seguimiento y control preventivo.

Si los exdmenes muestran un drea anormal, como un pélipo, es posible que sea necesaria una
biopsia para buscar células cancerosas. Con frecuencia, el tejido anormal se puede extirpar
durante la colonoscopia o sigmoidoscopia. Ambos procedimientos tienen la capacidad de
extirpar los pélipos. Este tejido es estudiado y valorado por microscopia en busca de células

cancerosas por un patdlogo.

A nivel de diagndstico de imagen se pueden realizar procedimientos como el uso del enema de
bario con doble contraste, donde el paciente se bebe una solucion de bario y se le bombea aire
dentro del recto. El bario y el aire ayudan a que el colon y el recto se destaquen en las

imagenes cuando se le somete a rayos X y también sera posible visualizar los pélipos. La RM
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del abdomen y pelvis permitird determina la profundidad de la invasidon tumoral y también
permitira identificar metdstasis linfaticas locorregionales. La ecografia endorrectal también
permitira obtener imagenes donde se mostrara la profundidad con la que ha crecido el tumor
en el recto o si el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos o a otros tejidos cercanos.
Lamentablemente estos métodos identifican lesiones grandes y no tienen la posibilidad de

tomar biopsias para el diagndstico histoldgico.
Estadiaje

Si los resultados de la biopsia muestran que el paciente presenta CCR, serd necesario conocer
el estadio del paciente para determinar el mejor tratamiento. El CCR se clasifica de acorde con
el grado de infiltraciédn tumoral en la pared del intestino grueso, indicado por el parametro “T”,
el compromiso de los ganglios linfaticos por el parametro “N” y la presencia de metdastasis a

distancia por el pardmetro “M” (Tabla 6 y Figura 15) [121].

Categoria T (Tumor primario)

TO: No hay evidencia de tumor primario.

TX: No se puede valorar la infiltracién del tumor.

TIS: Carcinoma in situ: intrepitelial o invasion de la lamina.

T1: Tumor invade la capa submucosa.

T2: Tumor invade la capa muscular propia.

T3: Tumor invade la subserosa.

T4a: Infiltracion de la serosa
T4b: El tumor invade otros érganos o estructuras.

Categoria N (Ganglios linfaticos regionales)

NO: No hay ganglios linfaticos regionales afectados

NX: No se puede valorar el n2 de ganglios afectados.

N1a: Metastasis en 1 ganglio linfaticos regionales
N1b: Metastasis en 2-3 ganglios linfaticos regionales
Nic: Tumores satélites en la subserosa, No hay ganglios linfaticos regionales afectados

N2a: Metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales
N2b: Metastasis en mas de 7 ganglios linfaticos regionales.

Categoria M (Metastasis a distancia) ‘

MO: No metastasis a distancia.

MX: No se puede valorar la existencia de metastasis en érganos.

M1a: Metdstasis a distancia de 1 6rgano o nédulos linfaticos

M1b: Metastasis a distancia de mas de 1 6rgano o nddulos linfaticos

Tabla 6. Sistema de clasificacion TNM en el CCR.



2 Spread to other organs

Figura 15. Progresién del CCR en los diferentes estadios [120]. (National Cancer Institute® 2005

Terese Winslow, U.S. Govt)

En la actualidad, el sistema de clasificacién TNM es uno de los sistemas mas usados para la
estadificacién del CCR. Este sistema es aceptado y mantenido por la American Joint Committee
on Cancer (AJCC) y la International Union Againts Cancer (UICC). La combinacién de estos tres

pardmetros del sistema TNM proporciona la base para tomar decisiones terapéuticas (Tabla 7)

[121].

Estadio T N M ‘

0 Tis NO MO

| T1/T2 NO MO

1A T3 NO MO

1B T4a NO MO

I1C T4b NO MO

A T1-T2 N1 MO

T1 N2a MO

1B T3-T4a N1 MO

T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

1 c T4a N2a MO

T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO

IVA Cualquier T Cualquier N M1la

IVB Cualquier T Cualquier N M1b

Tabla 7. Estadiaje del cancer colorrectal segiin la AJCCy UICC.

61



Pronostico

El pronéstico de los pacientes con CCR se correlaciona con el estadio evolutivo del tumor en el
momento del diagndstico. Las tasas de supervivencia se basan con frecuencia en los resultados
previos de un gran nimero de personas que tuvieron la enfermedad; sin embargo, no pueden
predecir lo que sucedera en el caso particular de una persona. Resulta importante conocer el

tipo y la etapa del cancer de una persona para estimar su prondstico (Figura 16).
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Figura 16. Comparacion de la supervivencia actual en funcién del estadio tumoral [122].

Muchos otros factores también pueden afectar el prondstico de una persona, tal como el
grado del cancer, los cambios genéticos en las células cancerosas, el tratamiento recibido y la

respuesta al tratamiento.

Los porcentajes presentados provienen de la séptima edicidn del manual de estadificacién de
la AJCC publicado en 2010 (Tabla 8). Estas cifras se basan en un estudio del centro de datos del
National Cancer Institute's SEER, que incluyé a mas de 28.000 personas diagnosticadas con

cancer de colon y 10.000 pacientes con cancer de recto entre 1998 y 2000 [123].

Estadio T N M Supervivencia a 5 afos
0 Tis NO MO 95-100%
I T1/T2 NO MO 80-90%
Il T3/T4 NO MO 50-75%
1 T1-4 N1-2 MO 25-45%
\Y T1-4 NO-2 M1 <5%

Tabla 8. Supervivencia a 5 afios en CCR dependiendo del estadio del cancer [123].
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Cuando el tratamiento se hace a una edad temprana, muchos pacientes sobreviven al menos 5
afios después del diagndstico (esto se denomina supervivencia a 5 afios). En muchos casos, el
cancer de colon es una enfermedad curable cuando se detecta a tiempo. Si el cadncer de colon
no reaparece al cabo de 5 afos, se considera curado. Los canceres en estadios |, Il y lll son
considerados potencialmente curables. En cambio, el cdncer en estadio IV en la mayoria de los

casos no se considera curable, aunque hay excepciones.

Tratamiento en cancer colorrectal

La cirugia es el tratamiento mds comun contra el CCR. La extirpacidn quirdrgica puede ser
curativa. La cirugia debe extirpar el tumor con amplios margenes y al menos doce ganglios
linfaticos deben quedar disponibles para la evaluacion patolégica. En los estadios iniciales se
realizan principalmente una polipectomia, extirpacidon del pdlipo localizado o escisién local a
través de un colonoscopio. Si el tumor es demasiado grande para poder extirparlo mediante
escision local, es posible que ocasionalmente sea necesario realizar una reseccién del colon,

gue se conoce como colectomia.

Pacientes con estadio | no reciben ningln tratamiento adicional a la cirugia, debido al bajo
porcentaje que presentan a la recaida y el beneficio de la neoadyuvancia es muy reducido.
Pacientes con estadio Ill si que se benefician de este tipo de tratamiento neoadyuvante,

mientras que en los pacientes con estadio Il su beneficio no es del todo claro [124].

A partir del estadio Il el cancer ha crecido a través de la pared del colon (Figura 15). En este
estadio aun no ha comprometido a los ganglios linfaticos, pero se puede recomendar un
tratamiento adyuvante. Este tratamiento se administra después de la extirpacién del tumor
primario, para asi conseguir reducir al maximo la posibilidad de recaida. El tratamiento
adyuvante se recomienda sobretodo en pacientes con estadio Il y lll que presentan alto riesgo
a la recaida y no presentan contraindicaciones post cirugia. Las principales opciones de
quimioterapia incluyen 5-Fluorouracilo (5-FU) o capecitabina que pueden ser usados con

comparable eficacia [125] aunque también se pueden usar otras combinaciones existentes.

El 5-FU ha sido el primer farmaco que ha presentado un beneficio en la supervivencia versus a
la cirugia sola en el tratamiento del CCR. Diversos ensayos demostraron que 5-FU asociado a
los inmunomoduladores leucovorin (LV) o levamisol conseguia un aumento en la supervivencia
libre de enfermedad (SLE) y en la supervivencia global, de esta forma se consolidé este
tratamiento como estandar para la realizacidon de ensayos clinicos posteriores en el marco de

la adyuvancia del CCR. Regimenes que contienen 5-FU reducen la recaida un 17% e incrementa
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la SG en un 13-15% [126]. Para mejorar el tratamiento se han realizado diferentes ensayos

donde al afiadir el oxaliplatino al 5-FU y la capecitabina, donde se ha observado un aumento

de la SLE en pacientes con estadio Il (Tabla 9) [127-129].

Régimen Estadio SLE (ratio) SG (ratio)
FOLFOX4 Global: 67.4% vs 73.3% Global: 76.0% vs 78.5%
Estadio 1l: 79.9% vs 83.7%  Estadio Il: 86.8% vs 86.9%
Estadio Ill: 589 & vs Estadiolll: 68.7& vs 72.9%
66.4%
Pacientes 2246
(N)
XELOXA FU/LV 'S 11 Después de 55 meses: Después de 57 meses:
XELOX 62.5% vs 68.7% 74.2% vs 77.6%
Pacientes 1886
(N)
NSABP C-07 FU/LV vs FLOX 11, 1l Después de 5 afios: Después de 5 aiios:
Global: 64.2% vs 69.4% Global: 78.4% vs 80.2%
Estadio 1l: 80.1% vs 82.1%  Estadio Il: 89.6% vs 89.7%
2409 Estadio 1ll: 57.8& vs 64.4%  Estadio lll: 73.8% vs 76.5%
Pacientes
(N)

Tabla 9. Ensayos donde se evalla el efecto de oxaliplatino en terapias adyuvantes en CCR.

La quimioterapia sola, o en combinacién con la radiacién, se administra antes o después de la
cirugia en aquellos pacientes que se encuentren en estadios lll o V. El tratamiento del CCR con
diseminacién metastdsica se basa en la quimioterapia. Diversos estudios demuestran que la
administracién intravenosa de 5-FU aumenta significativamente la supervivencia de los

pacientes con enfermedad diseminada. Ademds, su administracién precoz enlentece la
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progresion de la enfermedad, prolonga la duracidn del periodo asintomatico y en

consecuencia mejora la calidad de vida.

El descubrimiento de nuevos farmacos citotéxicos y de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra dianas moleculares especificas, junto con la posibilidad de realizar tratamientos
multidiana en los que se combinan varios farmacos a la vez ha conducido a una mejora en la
supervivencia y en la calidad de vida de los pacientes. Son conocidos el Bevacizumab, un
anticuerpo monoclonal que bloquea el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).
Ensayos clinicos han demostrado que la adicion de este agente antiangiogénico a los
regimenes estdndares de quimioterapia basada en 5-FU mejora la SG, la SLE y la tasa de
respuestas en comparacién con la quimioterapia sola aunque presente alguna toxicidad
controlable para el paciente [130]. El cetuximab es un anticuerpo monoclonal IgG1 que tiene
su diana en el dominio extracelular del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR), se ha visto
gue presenta beneficio en aquellos pacientes con tumores con el oncogén KRAS no mutado
[131]. Panitumumab es un anticuerpo monoclonal IgG2 totalmente humano y también tiene
como diana el EGFR. Se ha utilizado y aporta beneficio en pacientes con el gen KRAS mutado y

no mutado. Se combina con otros tratamientos y se ha demostrado beneficios en la SLE [132].
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1.4 Generalidades de los microRNAs

1.4.1 Historia y caracteristicas

Los microRNAs (miRNAs) son una familia de RNAs pequefios no codificantes, con una longitud
entre 19 y 25 nucledtidos (nt), que inicialmente se describieron como moléculas que inhiben la
traduccién por la unidn a la regién UTR3’ (regidn no traducible) de su gen diana y de este
modo bloquea su traduccién a proteina. Se estima que los miRNAs regulan aproximadamente
el 30% de las proteinas codificantes del genoma humano [133]. En la mayoria de organismos
hay un nimero limitado de miRNAs si lo comparas con el nimero de RNA mensajero (mRNA) y
proteinas. El genoma humano codifica para 2578 miRNAs maduros (miRBase versién 20),
mientras que el nimero estimado de mRNAs es de unos 30.000. A pesar de esto, un miRNA
puede regular cientos de mRNAs y como resultado puede tener diferentes efectos en la

expresion génica [134]. Los miRNAs regulan diferentes procesos biolégicos [133, 135, 136].

Ambros y Ruvkun, en 1993, observaron que en el nematodo Caenorhabditis elegans (C.
elegans) determinados genes controlaban el patrén de desarrollo temporal en todos los
estadios larvarios[137, 138]. Uno de estos genes descritos fue lin-4, descubierto por el
aislamiento de una mutacién nula que causaba fallo en el desarrollo temporal [139]. Este gen
participa en el control del desarrollo post-embrionario de C. elegans y es el responsable de la
transicion del estadio larvario L1 a L2 durante el desarrollo. Ambros y colaboradores
concluyeron que lin-4 no codificaba para proteina, pero encontraron como producto dos
pequefios RNAs de 22 y 61 nt de longitud [137], este ultimo con estructura en forma de stem-
loop y vieron que estos transcritos presentaban secuencias complementarias a la region UTR3’
del mRNA de lin-14. Ruvkun y colaboradores indicaron que lin-4 podria regular de manera
negativa a lin-14 [140]. Ambos grupos definieron que los dos transcritos que hallaron se
correspondian al precursor de miRNA (pre-miRNA) y al miRNA maduro [137]. En ese momento
no se hallaron homdlogos de lin-4 en otras especies y se creyd que se trataba de un

mecanismo de regulacion exclusivo de los nematodos.

En el 2000 se descubrid el segundo miRNA, let-7, también descubierto en C. elegans. Let-7
controla el desarrollo del paso de larva a forma adulta, por la represién de HBL-1. La secuencia
de let-7 se conserva en diferentes especies, desde moscas a humanos [141]. Esto facilité el
estudio de los miRNAs en otros organismos. Let-7 fue detectado en vertebrados,

hemicordados, moluscos, anélidos y artrépodos pero no en plantas e organismos unicelulares
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[142]. En humanos, fue detectado en la mayoria de tejidos, tales como en el cerebro, corazon,

rifdn, higado, pulmadn, traquea, colon, intestino delgado, bazo, estémago y timo [141].

El primer trabajo que sugirio el papel de los miRNAs en cancer fue publicado en 2002 [143].
mir-15 y miR-16 fueron localizados en el cromosoma 13ql14, una regidon frecuentemente
deleccionada en la leucemia linfatica crénica (LLC). Calin y colaboradores descubrieron que
ambos genes estaban delecionados o infraregulados en mas del 60% de las LLC, indicando que
estos genes se comportaban como tumores supresores en esta enfermedad. El mismo grupo
posteriormente identific6 un porcentaje significativo de miRNAs localizados en regiones
fragiles y en regiones alteradas en cancer, incluyendo regiones de amplificacién o perdida de
heterozigosidad o puntos de rotura. Esto sugeria, que los miRNAs eran una nueva clase de
genes con una funcidn relevante en el proceso de tumorogénesis [144]. Microarrays de
miRNAs y mas recientemente el uso de la secuenciacidn de ultima generacién ha permitido el
conocimiento entero del miRNAome (el conjunto completo delos microRNAs en un
organismo). Ademas, otros métodos como la citometria mediante bolas magnéticas, la PCR a
tiempo real y los arrays basados en enzimas klenow han sido usados para analizar la expresiéon
de los miRNAs en tumores y otras enfermedades. Hasta el dia de hoy, la expresién de miRNAs

se ha descrito en casi todos los tipos de cancer [145].

Sus secuencias se pueden encontrar en diferentes bases de datos (Tabla 10).

Nombre Direccion electrdnica Referencia ‘
miRNA map http://mirnamap.mbc.nctu.edu/tw/ [146]
miRBase http:// mirbase.org/ [147]
microRNA http://www.microrna.org/microrna/home.do [148]
coGemiR http:// www.cogemir.tigem.it/ [149]
miRGEN http://www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html [150]
deepBase http://www.deepbase.sysu.edu.cn [151]

Tabla 10. Fuentes para la busqueda de miRNAs [152].

La base mas conocida y usada actualmente es miRBase database. MiRBase es una base que
reune informacion de distinta naturaleza acerca de los miRNAs de distintas especies. Ademas
actua como registro oficial, disponible online para todo el mundo. Actualmente, miRBase
database recoge 1872 precursores de miRNAs dentro de la nomenclatura “hsa” que engloba a
la especie Homo sapiens. El Gltimo registro de miRBase publicado (versién 20) contiene 24.521

entradas correspondientes a precursores de miRNAs, que dan lugar a 30.424 miRNA maduros
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en 206 especies [153]. El nimero de secuencias registradas en miRBase ha ido aumentando

con los afios en paralelo a las publicaciones sobre miRNAs registradas en el PubMed (Figura
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Figura 17. Crecimiento de las secuencias de miRBase database (en negro) y las publicaciones

de miRNAs en el PubMed (en gris), (http://www.mirbase.org/blog/).
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1.4.2 Identificacion de dianas de microRNAs

Un miRNA puede tener muchos mRNAs diana y cada mRNA puede estar regulado por mas de
un miRNA. Identificar en el laboratorio dianas resulta dificil, por lo que la prediccion
bioinformatica es una herramienta necesaria para la identificacién de dianas de los miRNAs. En
el 2003, aparecieron las primeras predicciones de dinas de los miRNAs en animales. Diferentes
grupos publicaron predicciones de dianas en miRNAs de Drosophila melanogaster y
vertebrados, basadas en sitios de unidén localizados en la regién UTR3’. Actualmente, la
prediccién de dianas de miRNA se basa fuertemente en el apareamiento conservado de
Watson-Crick por media de una regiéon denominada seed-sequence de 6 a 8 nucledtidos con
complementariedad que ha permitido reducir las predicciones falsas-positivas (Figura 18). Esta

complementariedad suele encontrarse en la regién 5’ del miRNA [154].
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Figura 18. Tipos de sitios diana de miRNAs. A-C. Canonical sites, presenta de 7-8 nt de
complementariedad en la region 5’. Representa el apareamiento Watson-Crick. D-E. Marginal
sites, presentan 6 nt de complementariedad en la region 5’. Este sitio 6mer tipicamente ha

reducido la eficacia y son conservados por casualidad mas frecuentemente que otros sitios.

69



F-G. Sitios con producciéon de apareamiento en 3’. Para 3’-supplementary sites (F), el
apareamiento Watson-Crick se centra en la posicidon 13-16 (6-8 nt), creando en este lugar un
sitio de apareamiento suplementario, pero estos sitios son muy atipicos. Para 3’-compensatory
sites (G), el apareamiento de Watson-Crick se encuentra en la posicién 13-16 que puede
compensar con una seed y de ese modo crear un sitio funcional, pero su porcentaje es muy

bajo [155].

Existen diferentes herramientas y software bioinformaticos que sirven para la prediccion de
dianas de miRNAs (Tabla 11) [152]. Estos programas de prediccion evalian el grado de
complementariedad con el mRNA diana y la energia libre predicha del complejo mRNA-miRNA,
otros programas toman en cuenta la estructura secundaria del mRNA y los cambios que se
producen después de la formaciéon del complejo mRNA-miRNA. Esto sera util para estudios

funcionales de miRNAs [156, 157].

Nombre Direccion electrdnica Referencia ‘
Targetscan http://targetscan.org [158]
Pictar http://pictar.org [159]
RNA22 http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html [160]
Tarbase http://diaa.cslab.ece.ntua.gr/tarbase [161]
PITA http://www.weizmann.ac.il/pubs/mir07_data.html [162]
microRNA http://www.microrna-org/microrna/home.do [148]
Diana-microT http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/ [163]
miRecords http://mirecords.biolead.org/ [164]
Starbase http://starbase.sysu.edu.cn/ [165]

Tabla 11. Herramientas computacionales para la prediccién de dianas de miRNAs [152].
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1.4.3 Biogénesis

Los miRNAs se transcriben por la RNA polimerasa Il dando lugar a una molécula conocida como
miRNA primario (pri-miRNA), que contienen una estructura de caperuza en el extremo 5’ y una
cola de poli-adeninas (poly-A) en el extremo 3’, que forma una estructura que recibe el
nombre de “hairpin stem-loop”. Los genes que codifican para los miRNA estan localizados

principalmente en regiones exdnicas e intrénicas [166, 167].

Los pri-miRNAs que se encuentran en el nucleo serdn reconocidos y procesados por la
endonucleasa RNAsalll denominada Drosha, junto con la proteina DGCR8. Drosha corta las
cadenas obteniendo una molécula de unos 60-110 nt [166, 168], llamada miRNA precursor
(pre-miRNA). El pre-miRNA sera exportado del nucleo al citoplasma para finalizar su proceso
de maduracion mediante la Exportina-5 (XPO5), dependiente de RAN-GTP [169]. Algunos
estudios han demostrado que cuando se inhibe la XPO5 mediante los RNA de interferencia
(RNAI) se disminuye la presencia de miRNAs maduros; sin embargo, no vemos acumulacién de
pre-miRNA en el nucleo. Esto sugiere que los pre-miRNAs podrian ser moléculas inestables y su

interaccion con XPO5 podria estabilizarlos [169].

En el citoplasma el pre-miRNA es cortado por la enzima RNAsalll conocida como Dicer-1,
juntamente con la proteina TRBP y PACT, produciendo un duplex imperfecto de doble cadena
[169, 170]. Mediante la RNA helicasa A, este duplex es desenrollado y se separaran en dos
cadenas. Una de las cadenas sera incorporada a un complejo constituido por una familia de
proteinas conocido como RNA-induced silencing complex (RISC) mientras que la otra cadena
puede ser degradada [171]. El complejo RISC cuando actua sobre los miRNAs se conoce como
miRISC y en humanos, esta formado por diferentes proteinas Dicer, TRBP, AGO2 y PACT (Figura
18). EI miRNA maduro guia al complejo catalitico miRISC hacia su mRNA diana para unirse a la
region UTR3’ del mensajero y en la mayoria de los casos bloquear su traduccion. También se
ha descrito que pueden unirse a las secuencias Open Reading Frame (ORF) y a la regién UTR5’

[172, 173], entre otras funciones.
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Figura 18. Biogénesis y mecanismo de accion de los miRNAs [152] .
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1.4.4 Mecanismos de accion

El mecanismo de accidon de los miRNAs principalmente se relaciona con su efecto en la
regulacién negativa de la expresidén proteica, ya sea por la degradacién del mRNA diana o
mediante la inhibicidon de su traduccién de forma temporal. El uso de un mecanismo u otro
depende del grado de complementariedad del miRNA con su mRNA diana. Si la
complementariedad es total el miRNA llevard a cabo la degradacién del mRNA. Mientras que
una complementariedad parcial o reducida, inhibird la traduccién [135]. El resultado final de

estos dos mecanismos serd una reduccién de los niveles totales de proteina [155].

Una de las cuestiones existentes es el grado de complementariedad necesario para el
silenciamiento génico y cuantos complejos miRISC son necesarios para inhibir la traduccion.
Por los trabajos existentes sobre los siRNAs, se creia que serian necesarios unos 11pb para un
elevado reconocimiento del mRNA diana y la unién al miRISC. Sin embargo, Doench y Sharp en
su trabajo presentaron que la habilidad de los miRNAs para suprimir la traduccién dependia de
la uniéon entre los primeros 8 nt del extremo 5’ del miRNA y del mRNA diana [174]. Observaron
gue los miRNAs podian inhibir muchos mRNAs dianas que tenian secuencias complementarias
entre las posiciones 2 y 7 del extremo UTR5’ del miRNA, regién que se conoce como “seed-

sequence” (secuencia semilla) y la regién UTR3’ del mRNA diana [155].

Debido a que la complementariedad de un gen diana con su miRNA es de unos pocos
nucledtidos, podemos encontrar diferentes tipos de secuencias diana segun las estructuras
secundarias que se formen como resultado de esta complementariedad parcial. Existen tres
tipos de regién diana, los 5’ canonical sites, 5’ dominat seed sites y 3’ compensatory sites
(Figura 19). Los 5’ canonical sites tienen una complementariedad casi del 100% tanto con el
extremo 5’ como con el 3’ del miRNA y se caracterizan por la aparicidn de un bulto en el
centro, denominado bulge, donde se produce la pérdida de la complementariedad. Los 5’
dominant seed sites presentan una complementariedad perfecta con el extremo 5’ del miRNA,
que corresponde con la region donde se encuentra la seed-sequence, pero presentan muy
poca complementariedad con la regidon 3’. Los 3’ compensatory sites presentan una
complementariedad muy baja en la regién 5’, donde se encuentra la “seed-sequence”, pero

esto se ve compensado por una complementariedad casi perfecta en la region 3.
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Figura 19. Ejemplos de posibles estructuras secundarias que se forman segun las diferentes
regiones diana que podemos encontrar: A. 5’ canonical sites B. 5’ dominant seed sites C. 3’

compensatory sites [175].

Se ha observado que la accién de mas de un complejo RISC dirigido por la unién al miRNA
maduro con la secuencia del mRNA hace que la inhibicién sea mas eficiente [174]. Este hecho
explica la presencia en el gen diana de multiples zonas complementarias a un mismo miRNA o
a distintos. En el caso de que la union miRNA-mRNA produzca la degradacion del mRNA, el
corte se produce precisamente entre los nucledtidos que rodean al residuo 10-11 del miRNA
[176]. Después de la degradacion del mRNA, el miRNA permanece intacto y puede guiar al
complejo RISC hacia la degradacién de otros mRNAs. En general en este mecanismo de accion,
la complementariedad se puede dar tanto en regiones codificantes como en regiones UTR3'.
Sin embargo, cuando el miRNA actla inhibiendo la traducciéon, la complementariedad en la

mayoria de los casos se da con la regién UTR3’ del mRNA.

Ademas de la represidon de la traduccién de mRNAs por parte de los miRNAs, también se han
descrito otras funciones como la de activar la traduccion de miRNAs especificos [177, 178].
Vasudevan y colaboradores fueron los primeros en demostrar claramente que, en algunos
casos, los miRNAs pueden funcionar como activadores de la traduccién, indicando que durante

las fases G1/GO0 del ciclo celular los miRNAs pueden mediar la activacién [178].
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Existen excepciones en las que el miRNA se une a la regién UTR5’ del mensajero; en estos

casos el miRNA tiene funcién activadora [179, 180].

En 2008, Place y colaboradores proporcionaron nuevas pruebas de que los miRNAs pueden
inducir la expresidon de genes y fueron los primeros en mostrar que los miRNAs pueden
dirigirse a los promotores de genes mediante la unién al DNA [181]. Esto se efectuara
mediante la formacién de la heterocromatina en la regiéon promotora o regulando mecanismos

epigenéticos de silenciamiento del DNA [182, 183].

Estudios recientes muestran que ademas de ser reguladores, tanto positivos como negativos,
de la traduccidn y de la expresion, los miRNAs pueden unirse a proteinas, concretamente a
proteinas de unidon a RNA y evitar que estas se unan a sus RNA diana. Esta funcion de los
miRNAs se conoce con el nombre de “Decoy activity” y es independiente de RISC [173]. Un
ejemplo de este mecanismo fue descrito en el 2010 por Perrotti y colaboradores, donde la
proteina hnRNP E2 interactida con el mRNA del factor de transcripcidn CEBPA lo que promueve
gue este mRNA no se traduzca. Demostraron que miR-328 interferia en la union del mRNA con

la proteina y por consiguiente se traducia el mRNA de CEBPA [184].
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1.4.5 MicroRNAs en cancer

Como se ha descrito en la introduccion de este capitulo, la primera evidencia de la
participacién de los miRNAs en cdncer fue publicado en el 2002 por Calin y colaboradores
[144]. En 2005 fue publicado el primer articulo referente a la funcién biolégica de los miRNAs
donde se observd que los miRNAs pueden actuar como oncogenes o genes supresores de

tumor y esta involucrados en diferentes vias desreguladas en cancer (Figura 20) [185].
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Figura 20. Los miRNAs pueden actuar como oncogenes (oncomirs) o genes supresores de

tumores [152].

Los miRNAs, que su expresidn estd incrementada en tumores se les consideran oncogenes,
también denominados oncomirs, que promueven el desarrollo del tumor por la inhibicién
negativa de genes supresores tumorales y genes que controlan la diferenciacién celular o la
apoptosis. En la oncogénesis, la expresién de algunos miRNAs se ha disminuido en algunas
células cancerosas. Este tipo de miRNAs son los considerados genes supresores de tumores y
son responsables de prever el desarrollo del tumor de manera negativa inhibiendo oncogenes

y/o genes que controlan la diferenciacion celular o apoptosis.
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En los genes que codifican para miRNAs podemos destacar alteraciones gendmicas que
pueden provocar la perdida de la funcién del miRNA o la sobreexpresion de este. Alteraciones
que pueden provocar la pérdida de la funcidn son las mutaciones, delecciones, metilacion en la
zona promotora del gen o alteraciones en la biogénesis del miRNA. El aumento de los niveles
de miRNA puede ser debido a amplificaciones, translocaciones, mutaciones, polimorfismos y
cambios epigenéticos (Figura 21) [173]. En 2006, Saito y colaboradores fueron los primeros en
demostrar que la expresién de los miRNAs podria ser controlada por mecanismos

epigeneticos, la metilacidon del DNA y la modificacién de histonas [186].
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Figura 21. Regulacion de los miRNAs como oncogenes o genes supresores de tumores [173].

Diferentes estudios muestran que los perfiles de expresion de los miRNAs proporcionan
informacidn importante acerca del estado de diferenciacién y el linaje celular en diferentes
tipos de tumores. Estos perfiles de expresién de miRNAs permiten la clasificacion del tejido de
origen de tumores pobremente diferenciados con mayor exactitud de la que permite el analisis
de expresiéon de mRNAs de las mismas muestras. Lu y colaboradores demostraron que la
expresion global de miRNAs permitia distinguir el origen del desarrollo del tumor, agrupando
en cluster aquellas neoplasias que derivaban del tejido endodermo embrionario, también
determinaron el estado diferencial de la célula, independientemente que la muestra de
estudio fuese tumoral o normal [187]. Con base a esta informacidon, podria decirse que la
historia del desarrollo de un tumor esta reflejada en su patron de expresion de miRNAs

particular.

En pacientes con cancer, la metastasis a distancia es una de las primeras causas de muerte. El

proceso metastasico envuelve diferentes pasos, en primer lugar la motilidad celular, invasion
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del estroma adyacente, intravasacion, diseminacidn sistemdtica, extravasacién dentro del
parénquima de tejidos distantes y finalmente la proliferacién y generacién de un segundo
tumor. En este proceso los miRNAs tienen un doble rol ya que pueden promover o inhibir la
metastasis [188]. Uno de los primeros trabajos que hablan sobre la funcidon de los miRNAs
como activador de las metastasis fue publicado por Ma y colaboradores, donde determinaron
gue la sobreexpresion del miR-10b en cdncer de mama no metastasico, provocaba el inicio de
la invasidon y metastasis [189]. Por lo contrario, también se ha visto que los miRNAs pueden
prevenir metastasis. Tavazoie y colaboradores publicaron un estudio de miRNAs que actuaban
como supresores metastdsicos. Determind que el miR-126 y miR-335 se perdian en la mayoria
de los tumores iniciales de mama de pacientes recaidos y la perdida de la expresion de estos

miRNAs se asociaba con una baja supervivencia libre de metastasis [190].

microRNAs supresores de tumor

Las primeras evidencia que muestran que los miRNAs pueden actuar como supresores de
tumores vino de los articulos publicados por Calin y colaboradores, donde observaron que
pacientes con LLC en mas de un 60% presentan deleciones o desregulaciones en dos clister de
genes de miRNA: miR-15a y miR-16-1 [143]. Su papel como supresores de tumor quedd
evidenciado por Cimmino y colaboradores al ver que niveles bajos o inexistentes de miR-15a y
miR-16-1 se asociaban a la sobreexpresion del gen BCL-2 [191], ya que esta se unen a su region

UTR3'.

Otro ejemplo es la familia de let-7 (let-7a-1, a-2, a-3, b, ¢, d, e, f-1, -2, g y miR-98) que se
encuentra infraexpresada en muchos tumores debido a que el gen que codifica para esta
familia esta localizado en regiones fragiles del genoma asociadas a diferentes tumores [144].
Algunos de estos miRNAs se encuentran infraexpresados en patologias humanas y pueden
tener funcién como genes supresores tumorales. Se ha observado que uno de sus dianas son
los genes de RAS y C-MYC [192, 193]. Let-7 también se ha visto que induce apoptosis y bloqueo
del ciclo celular cuando se sobreexpresa en lineas celulares de cancer de pulmdn, colon y de

linfoma de Burkitt, entre otros [194].

La familia miR-29 (miR-29a, miR-29b-1, b-2 y miR-29c) también presentan funcién como genes
supresores de tumores. Estos miRNAs se encuentran infraexpresados en cancer de pulmén,

LLC, cancer de mama, hepatocarcinoma, entre otros [195-197].
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La familia miR-34 (miR-34a, miR-34b y miR-34c) se puede encontrar infraexpresada, debido a
que su transcripcién esta directamente inducida por el supresor tumoral TP53 [198]. El gen
TP53 se encuentra infraexpresado o mutado en muchos tumores. En un trabajo realizado por
nuestro grupo se identific6 miR-34a como marcador prondstico de recaida en cancer de

pulmdn de célula no pequefia [64].

Oncomirs

El miR-155 fue el primer miRNA propuesto como oncogén. miR-155 estd codificado por el gen
BICy se encuentra de 10 a 60 veces mads expresado en linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin,
LLC, leucemia mieloide aguda, tumores pancredticos, cancer de pulmén y mama [195, 199].
Este miRNA tiene una funcién esencial en la diferenciacién de las células T helper, células
reguladoras del sistema inmunitario. También participa en otros procesos celulares como la
produccién de interferdn en las células natural killers, movilidad en las células de linfoma,
diferenciacién y funcion de las células dendriticas, diferenciacién del musculo esquelético, o en
el control del TGF-B, vias de sefializacién Jak-Stat y Fox03a que modulan la migracion e

invasion de las células en cancer de mama [200-202].

Otro de los primers miRNAs identificados como oncomirs fue el clister miR-17-92 que
contiene seis miRNAs: miR-17-3p, 5p, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 y miR-92-al.
Estos se localizan en la region 13g31.3, y se encuentran frecuentemente amplificados y
sobreexpresados en diferentes neoplasias [203] y se ha descrito que pueden modular la
formacién de tumores [204]. Estos miRNAs activan la proliferacién, inhiben la apoptosis e

inducen la angiogénesis en el tumor.

El miR-21 se encuentra sobreexpresado en diferentes tipos de cdncer, pulmén, mama,
pancreas, eséfago, cérvix, cerebro y colon. Modula la tumorogénesis, regulando genes como
BCL2, bloqueando la apoptosis y se especula su validez como diana terapéutica [205, 206].
Otros genes supresores de tumor tales como PTEN o PDCD4 son también regulados por miR-21
en diferentes tipos de cdncer. Meng y colaboradores, mostraron que la inhibicién de miR-21 en
células de cancer de higado disminuyen la proliferacion celular, migracion e invasién [207]. Los
efectos de miR-21 en migracion e invasién han sido validado en multiples sistemas y se ha visto
que tiene un papel importante en la metastasis [208]. miR-21 puede ser diana inhibidora de
metaloproteasas como Reck y Timp3, resultando en el incremento de la actividad de estas

enzimas proteoliticas que participan en el proceso de metdstasis.
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miRNA Expresidn en pacientes Funcidn Targets
miR-15 Baja en LLC y otras neoplasias ST BCL-2, MCL1, WNT3A
miR-16 hematopoyéticas, cancer de pulmadn,

prostata, pancreas y adenomas de

pituitaria
Let-7 Baja en cancer de pulmodn, colon, mama, ST KRAS, NRAS, CDKS®,
ovario, estdmago y neoplasias CDC25A, HMGA2, MYC

hematopoyéticas.

miR-29 Baja en LMA, LLC, linfoma, cancer de ST MCL1, CDK6, TCL1,
pulmén, mama, higado, entre otros. DNMT1, DNMT3a,
DNMT3p

miR-34 Baja en cancer de colon, pulmdn, mama, ST CDK4, CDK6, CCNE2,
rifidn, pancreas, vejiga, neuroblastoma y CCND1, MET, MYC,

linfoma de Burkitt. CREB, E2F3, BCL-2

miR-155 Elevada en LLC de riesgo elevado, LMA, 0G SHIP1, CEBPB, CUTL1,
cancer de colon, pulmén, mama vy PCALM

linfomas.

miR-17-92 Elevada en cancer de pulmdn, mama, oG BIM, PTEN, CDKN1A,
colon, estdmago, mieloma multiple, E2F1, BIM

meduloblastoma y LMA t(11923)

miR-21 Elevada en cancer de pancreas, mama, oG PDCD4, PTEN, TPM1
pulmodn, préstata y estomago, LLC, LMA,

mieloma y glioblastoma.

Tabla 12. Algunos ejemplos de miRNAs involucrados en el proceso de tumorogénesis. ST:

supresor tumoral; OG: oncogén [173].
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1.4.6 Familia miR-200

La familia miR-200 esta compuesta por cinco miembros: miR-200a, 200b, 200c, 141 y 429 que
estdn localizados en dos clusters dependiendo de su localizacidn cromosémica. En un cluster se
encuentran el miR-200a, miR-200b y miR-429 que se localizan en la regiéon cromosémica 1p36
y en el otro cluster hallamos el miR-200c y miR-141 localizados en la regidon cromosdmica

12p13 (Figura 22).

Chr 1p36.33 Chr 12p13.31

Figura 22. Localizacidon cromosdmica de la familia miR-200.

Debido a que presentan diferencias en su seed-sequence, también se pueden clasificar en dos
grupos dependiendo de su secuencia: miR-200bc/429 (color rojo) y 200a/141 (color azul). Los

dos grupos se distinguen por un cambio de un nucleétido (U y C) (Figura 23).

miR-200b UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
miR-200c UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
miR-429 UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU

miR-200a UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
miR-141 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG

Figura 23. Alineamiento de la seed-sequence de los miembros de la familia miR-200 [209].
Ademas del cambio del nucledtido, los dos grupos presentan diferencias respecto a la

prediccién de dianas, que podria explicar por qué cada uno de los grupos puede actuar de una

manera diferente (Figura 24)[210, 211].
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Figura 24. Numero de dianas predichas de los dos grupos de la familia miR-200, determinado

por tres algoritmos diferentes de prediccién de dianas de miRNAs [209].
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En diferentes trabajos publicados se indica que la familia miR-200 es un poderoso regulador
del proceso de la transicion epitelio-mesénquima (TEM), de la adhesién celular tumoral,
migracion, invasién, metdstasis y de diferentes vias de sefalizacidn, tales como el TGF-B,

Notch, Wnt, TP53, etc.
La regulacion de la familia miR-200

Se han descrito diferentes factores de transcripcion y modificaciones epigenéticas que actuan
como elementos clave en la regulacién de la familia miR-200 (Figura 25). Mizuguchi y
colaboradores demostraron que la regulacion de miR-200 por medio de ZEB1 podia ser
modulada por la participacién de factores de transcripcién como P300 y PCAF, ya que
observaron que la activacidn de la transcripcidon de miR-200c/141 ocurria cuando P300 y PCAF
interactuaban con ZEB1 vy la disrupcion de la interaccién de P300 y PCAF suprimian la actividad
transcripcional [212]. Otros factores que también se han visto involucrados en la expresién de
miR-200 son la prolina, acido glutdmico y la proteina rica en leucina 1 (PELP1). Kim vy
colaboradores demostraron que el efecto inhibitorio de TP53 en la TEM esta asociado a la
induccion de la transcripcién de la familia miR-200 al unirse en su regién promotora e inducir
asi la represion de los ZEBs responsables de la regulacion de la TEM como se describira mas

adelante [213].
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Figura 25. Regulacién de la expresién de la familia miR-200 mediante diferentes factores de

transcripcién y modificaciones epigenéticas [214].
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Otros factores, actualmente descritos por su importancia en el mantenimiento de la
pluripotencia de las células madres, también juegan un papel importante en la expresion de la

familia miR-200, incluyendo SOX2, C-MYC y OCT-4.

Por otro lado, modificaciones epigenéticas también participan en el control de la expresion de
la familia miR-200 en células normales y células cancerosas [215]. Se ha descrito que en ambos
clusters hay regiones ricas de CpGs que son las areas principalmente susceptibles a la
metilacion. Recientemente, la proteina de adhesién Kindlin 2 se ha encontrado que forma un
complejo con la DNA citosina-5-metiltransferasa 3 alfa (DNMT3A) que induce la
hipermetilacion del promotor, infraexpresando los miembros de la familia miR-200 [216].
También la modificacién de histonas puede regula la expresidon de la familia miR-200 (Figura

25).

83



La familia miR-200 y la TEM

La TEM es un conjunto de eventos celulares que permite la conversidén de células epiteliales en
células mesenquimales. Es un proceso biolégico que permite a las células epiteliales someterse
a multiples cambios bioquimicos y asi convertirse en células que presentan una mayor
capacidad migratoria, invasividad y elevada resistencia a apoptosis. Este evento sucede
durante el desarrollo de los vertebrados y se mantiene latente en la etapa adulta de los
organismos, pero puede ser reactivada en diferentes enfermedades y en la progresion
tumoral. Las células epiteliales se encuentran unidas entre si por uniones adherentes,
formadas por la participaciéon de proteinas como la E-cadherina, cateninas y anillos de actina.
Las uniones adherentes estan asociadas a complejos de polaridad apico-basal. Durante la TEM,
se reprime la transcripcion de los genes que codifican para los componentes de las uniones
adherentes y esto implica la pérdida de la polaridad apico-basal de la célula facilitando la

posibilidad de migracién celular.

ZEB1 y ZEB2, miembros de la familia zinc-finger E-box binding homeobox, han sido
identificados como los reguladores mas importantes de la TEM [217]. El mecanismo por los
que ZEB1 y ZEB2 facilitan la TEM es debido a la capacidad de estos para inhibir las adhesiones
célula-célula. Lo realizan mediante la represién del receptor de E-cadherina e implicara una

ganancia de la expresién de marcadores mesenquimales (Figura 26) [218, 219].
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Figura 26. Pérdida de las moléculas de adhesién que implican la pérdida de la polaridad apico-

basal que caracterizan la TEM [219].

La principales evidencias descritas de la regulacién de la TEM por parte de la familia miR-200
se han publicado en trabajos relacionados con cancer, donde las células epiteliales tumorales
la alta expresion de la familia miR-200 reprime la expresidén de los ZEBs; mientras que en las
células mesenquimatosas tumorales, la baja expresiéon de miR-200 permite la induccion de los

ZEBs y la subsecuente represidn de la E-cadherina [220-222].

84



El TGF-B es responsable de controlar la proliferacion celular y la diferenciaciéon. Es un
importante inductor de la TEM en las células epiteliales durante la progresidon del cdncer y el
desarrollo embrionario (Figura 27) [223, 224]. Tras la estimulacién por TGF-B, los factores de
transcripcién ZEB son sobreexpresados e implican la represidon de los miembros de la familia

miR-200 y la consiguiente represién de E-cadherina y genes responsables de la polaridad [225].

Epithelial Mesenchymal
TGF-
TGF-B :
. g (
TGF-f
\ EMT
e —
E8  miR-200 :
MET
E-cadherin “
Polarity genes
00—
AL s B ?

Figura 27. Modelo propuesto de regulaciéon del TEM por el TGF-f3 [225].

La anormal activacién de la via Notch se ha visto que se asocia con diferentes tipos de cancery
copera con otras vias que facilitan la inducciéon de la TEM [226]. El ligando JAG1 y los
coactivadores como MAML2 y MAMLS3 son dianas de los miembros de la familia miR-200. Se ha
descrito que el incremento de la via de Notch implica el incremento de la expresion de ZEB1. El
subyacente mecanismo regulado por el ligando JAG2 puede regular el factor de transcripcién

GATA3, que permitira la supresion de los miembros de la familia miR-200 (Figura 28) [227].
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Figura 28. Esquema representativo de la influencia de la via Notch en la TEM [227].

La via de sefalizacion de Wnt representa otro ejemplo de via que participa en la induccién de
la TEM y se encuentra asociada con ZEB/miR-200. Se ha descrito que ZEB1 regula los efectos

de las vias de Wnt junto la expresidn de otras proteinas implicadas en la invasidn celular, como
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MT1-MMP y LANC2 [228]. La relacidn de la via Wnt con ZEB2 aun esta por determinar, pero se

cree que puede inhibir otros elementos que impliquen inhibicidn de vias secundarias (Figura

29) [229].
p

& DD

Figura 29. Esquema representativo de la influencia de la via de Wnt en la TEM [227].
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La familia miR-200 y cancer

Como se puede apreciar en los dos tipos de cancer anteriormente explicados, la biologia del
tumor no es estatica y se ve afectado por un gran numero de factores. Un ejemplo de la
dindmica de las células tumorales es el mecanismo mencionado en el apartado anterior: la
TEM. La expresion de los miembros de la familia miR-200 se encontré que se asociaba
fuertemente con el fenotipo epitelial que presentaban las células tumorales y explica en gran

medida la correlacién con el prondstico de los pacientes [220-222].

Recientemente, la desregulacién de los miembros de la familia miR-200 se ha descrito en
diferentes tipos de cancer humano (Tabla 13). En estudios con muestra de pacientes se ha
observado una gran correlacidn entre la expresién de la familia miR-200 y la progresién
tumoral. Ademas, se ha demostrado que niveles bajos de la expresién de los miembros de la
familia miR-200 pueden correlacionarse con una peor supervivencia y servir como marcador
prondstico en algunos pacientes con cancer. También se ha visto que en algunos tipos de
cancer los niveles altos pueden estar asociados al mal prondstico de los pacientes, un

mecanismo no asociado a la TEM, que aun no ha sido bien caracterizado.

Miembros de la familia miR-200

Su expresion Tipo de cancer Referencia

involucrados

miR-200a/b/c/141 4P Cancer de vejiga [230]

miR-200a/b/c/141/429 ™ Cancer de mama [231, 232]
miR-200a/b/c/141 b Cancer colorrectal [233, 234]
miR-200a/b/c/141 ™ Céncer de pulmén [235, 236]
miR-200a/b/c/141 J Cancer gastrico [237, 238]
miR-200a/b/c/141/429 N Céncer ovarico [239-241]
miR-200a/b/c P» Cancer pancredtico [242, 243]
miR-200a/b/c/141/429 N Cancer prostatico [244]

Tabla 13. Desregulacidon de miR-200 en diferentes tipos de cancer humano [214].

Los estudios en lineas celulares nos han permitido comprender mejor el efecto que esta
familia tiene sobre la biologia de las células tumorales. En un estudio de mas de 60 lineas
celulares, se demostré que la expresion de la familia miR-200 se correlacionaba con un
fenotipo epitelial [220], responsable de la supresién de la TEM en varios modelos de céancer,

incluyendo cancer de vejiga, colorrectal [245, 246] y de pulmdn [247, 248]. En lineas celulares
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de cancer de mama, la familia miR-200 se descubri6 que actuaba directamente
infraexpresando los represores transcripcionales ZEB1 y ZEB2, donde se observé la
restauraciéon de un fenotipo epitelial, que se caracteriza por un aumento en la expresion de E-

cadherina y la disminucidn de la migracion e invasién [220-222].
La familia miR-200 y el proceso de metastasis

La produccidon de metastasis es muy compleja y en gran parte desconocida, pero se estan
empezando a descifrar algunos mecanismos que la promueven, facilitan y consiguen que se
desarrolle. Uno de estos mecanismos es la anteriormente mencionada TEM. Como se observa
en la Figura 30 algunas células tumorales adquieren caracteristicas mesenquimales a través de
la TEM, lo que les permite una mayor habilidad para escapar del tumor primario, invadir los
tejidos de alrededor y eventualmente colonizar sitios mas lejanos via sangre o via linfatica y
generar metdstasis. Las células metastdsicas pueden después revertir el proceso conocido
como transicion mesénquima-epitelio (TME) y de esta manera readquirir caracteristicas
similares de las células del tumor primario [249]. Tal y como se indica en el punto anterior, la
familia mir-200 juega un papel importante en la regulacidon de este mecanismo aunque no esta

del todo establecido.

(1) Primary tumor invasion
[——f—s Local recurrence
| o A MET .
Seseee " .”‘ Ee
@ E\hk') a %—)ea —> (3) Minimal residual disease

- (®Intravasation
N e e T T P Stroma

—) Circulatin
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.59 =
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Metastasis in
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Figura 30. El papel de la TEM en la progresidn del tumor [250].

Uno de los trabajos publicados demostré que la familia miR-200 estaba infraexpresada en
tumor primario versus metastdsico en cancer de mama, colon, pulmon y vejiga [251]; otro

grupo corrobord este hecho al observar que la expresién de miR-200 se encontraba
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sobreexpresada en el grupo de metdstasis en cancer de mama [252]. Por lo contrario, otro
grupo de investigadores observé que los niveles bajos de miR-200b se encontraban en el grupo
de pacientes metastdsicos de cancer de mama. En los estudios con modelos de ratén
ginogénicos, observaron que al aumentar la expresion de miembros de esta familia
incrementaban las metdastasis en un panel de lineas celulares 4T1 y 4TO7. Los autores soportan
gue el mayor numero de metdstasis es debido a la capacidad de la familia miR-200 de inducir

la TME durante el proceso metastasico [253].
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2.Hipodtesis y Objetivos
2.1 Hipotesis

La mayor parte de los tumores sélidos son de origen epitelial. Las células epiteliales malignas
mantienen su morfologia polarizada al principio, pero mads tarde la pierden al experimentar un
proceso de desdiferenciacién, conocido como la TEM, hacia células mesenquimales. La TEM
esta implicada en la interrupcion de la integridad del epitelio normal y consecuente ganancia
de marcadores mesenquimales, acompafiado de la adquisicién progresiva de fenotipo invasivo
y metastasico. Las células mesenquimales dejan de estar unidas pudiendo viajar a distancia por
el torrente circulatorio, por tanto participar en procesos de metdstasis. La TEM es un proceso
reversible ya que la célula mesenquimal maligna podra transformarse de nuevo en epitelial,
proceso conocido como transicion mesénquima-epitelio y llegar a establecerse en otro lugar y

colonizar a distancia.

En todo este proceso intervienen diferentes moléculas incluyendo, la familia de miRNAs miR-
200. Esta familia participa en el proceso mediante la regulacion traduccional de ZEB1 y ZEB2,
de forma que el efecto final es la regulacidon de los niveles de la molécula de adhesidn E-

cadherina.

Debido a que esta familia de miRNAs se ha visto desregulada en diferentes tumores epiteliales,
su clara participacidn en el proceso de invasién y metdastasis, hemos considerado que podrian

jugar un papel clave como marcador prondstico en el CPCNP y CCR.

Con estas premisas nos planteamos los siguientes objetivos:
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2.2 Objetivos

Basdndonos en la presente hipdtesis se plantearon los siguientes objetivos.

2.2.1 Objetivo general

Identificar la relevancia clinica y bioldgica de esta familia de miRNAs en el CPCNP y en el CCR.

2.2.2 Objetivos especificos

94

Analizar los niveles de expresidn de los distintos miembros de la familia miR-200 en
muestras tumorales y normales de pacientes afectos de CPCNP y CCR.

Determinar si los niveles de expresion de los miRNAs de la familia miR-200 se
correlacionan con las caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes.

Analizar si los niveles de expresion de los miRNAs de la familia miR-200 se
correlacionan con la recaida y la supervivencia.

Evaluar los mecanismos de accidén de esta familia de miRNAs en los dos tipos de

tumores estudiados.
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3.Material y Métodos
3.1 Pacientes

En el primer trabajo realizado en pacientes con CPCNP, se han analizado de manera
retrospectiva 155 pacientes diagnosticados entre marzo del 1996 y diciembre del 2009 en el
Hospital Clinic Provincial de Barcelona. Las caracteristicas mas relevantes se encuentran

detalladas en la Tabla 14.

Caracteristicas de los pacientes de CPCNP N=155 (%) ‘
Sexo

Hombre 135 (87)

Mujer 20 (13)
Edad, Mediana (Rango) 65 (35-38)

<65 74 (47,8)

>65 81 (52,2)

Estadio funcional (escala ECOG)

0 21 (13,6)
1 132 (85,2)
2 2(1,2)
Estadio
| 94 (60,6)
[ 34 (22)
Il 27 (17,4)
Histologia
Adenocarcinoma 73 (47,1)
Carcinoma escamoso 70 (45,1)
Otros 12 (7,8)
Tabaquismo
Fumador 61 (39,3)
Ex fumador 77 (49,7)
No fumador 9(5,8)
No conocido 8(5,2)
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Tipo de cirugia

Lobectomia/Bilobectomia 121 (78,1)
Neumonectomia 25(16,1)
Reseccidn atipica 9(5,8)

Quimioterapia adyuvante

Si 20(12,9)

No 135 (87,1)
Recaida

Si 70 (45,2)

No 85 (54,8)

Tabla 14. Caracteristicas clinicas de los pacientes.

En el segundo trabajo realizado en pacientes con CCR, se han analizado de manera
retrospectiva 127 pacientes diagnosticados entre agosto del 2003 y agosto del 2007 en el

Hospital Municipal de Badalona. Las caracteristicas mas relevantes se encuentran detalladas

en la Tabla 15.
Caracteristicas de los pacientes de CCR N=127 (%) ‘
Sexo
Hombre 69 (54,3)
Mujer 58 (45,7)
Edad, Mediana 67,4
<65 49 (38,6)
>65 78 (61,4)

Estadio funcional (escala ECOG)

0 11(8,7)

1 80 (63)

2 36 (28,3)
Estadio

[ 18 (14,2)

Il 64 (50,4)

1 45 (35,4)

Localizacion del tumor

Colon 86 (67,7)
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Recto 41 (32,3)
Tratamiento adyuvante
Fluoropirimidinas 56 (44,1)
XELOX 24 (18,9)
No 47 (37)
Recaida
Si 18 (14,2)
No 109 (85,8)
Niveles de CEA
<5 78 (61,4)
>5 29 (22,8)
No determinado 20 (15,8)
Niveles de CA19.9
<37 103 (81,1)
> 37 16 (12,6)
No determinado 8(6,3)
Pre-existencia de pdlipos
Ausencia 97 (76,4)
Presencia 30(23,6)
Secrecion mucinica
Ausencia 113 (89)
Presencia 14 (11)
Invasion perilimfatica
Ausencia 117 (92,1)
Presencia 10(7,9)
Invasion perivascular
Ausencia 118 (92,9)
Presencia 9(7,1)
Invasion perineural
Ausencia 119 (93,7)
Presencia 8(6,3)

Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los pacientes.
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3.2 Lineas celulares

Se ha trabajado con cuatro tipos de lineas celulares, tres de cancer de pulmdén y una de cancer

colorrectal.

Las lineas celulares de cancer de pulmdn utilizadas han sido las siguientes: H23, A-549 y HCC-
44. La linea celular H23 (ATCC® CRL-5800™) corresponde a una linea celular de CPCNP de
grupo histolégico ADC. Como caracteristicas principales, presentan mutacién en el gen KRAS y
una mutacion en el codén 246 (ATC>ATG, isoleucina > metionina) del gen TP53. Son L-dopa
descarboxilasa negativas y son positivas para citoqueratinas 5, 8 y 18 y vimentina, pero son
negativas para neurofilamentos. La linea celular A-549 (DMSZ® ACC 107) se inicié a través de
cultivo de explantes de tejido pulmonar carcinomatoso de un vardn de raza blanca de 58 afios
de edad y es descrita como carcinoma pulmonar. En muchos trabajos se describe como
adenocarcinoma, pero no esta definida como tal en los datos que facilita la casa comercial.
Como caracteristicas a destacar, presentan mutacién en el gen KRAS pero no en el gen TP53.
Es positiva para citoqueratinas 7, 8, 17, 18 y 19, EpCAM negativo, neurofilamentos negativo y
vimentina positiva. La linea celular HCC-44 (DMSZ® ACC 534) corresponde a una linea celular
de CPCNP de grupo histoldgico ADC. Como caracteristicas principales presenta mutacion en el
gen KRAS y en TP53. Es positiva para citoqueratinas 7, 8, 17, 18 y 19, EpCAM positiva,

neurofilamentos negativo y vimentina positiva.

La linea celular de cancer colorrectal utilizada ha sido la LOVO (ATCC® CCL-229™), corresponde
a una linea celular de colorrectal tipo adenocarcinoma. La linea celular se inicid a partir de un
paciente varédn de raza blanca de 56 afios de edad con un diagndstico histolégicamente
comprobado de adenocarcinoma de colon. Como caracteristicas principales, son positivas para
la expresion de C-MYC, KRAS, HRAS, NRAS, MYB, SIS y FOS. Se expresan proteinas de la matriz

nuclear especifica de tumor como CC-3 y CC-4.

Todas las lineas, excepto la A-549, han sido cultivadas en RPMI 1640 con suero fetal bovino al
10% vy antibidtico (penicilina y estreptomicina) (Life Tecnhologies S.A) y mantenidas en el
incubador en condiciones de 372C, 5% CO, y 95% de humedad. La linea celular A-549 ha sido
cultivada en DMEM con suero fetal bovino al 10% y antibidtico (penicilina y estreptomicina)

(Life Tecnhologies S.A) y mantenida en las mismas condiciones anteriormente definidas.
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3.3 Extraccion de RNA

La extracciéon de RNA de las muestras de tejido tumoral y tejido normal de los pacientes se

realizd mediante Trizol® Total RNA Isolation Reagent (Life Tecnhologies S.A):

vi.

Por cada 50-100 mg de tejido se afiade 1ml de Trizol®.

Homogenizacién: Triturar el tejido congelado con el bisturi en una placa de petri,
homogenizar el tejido con el Trizol® y recogerlo en un eppendorf. Vortear
rapidamente.

Separacion de fases: Incubar 5 min a temperatura ambiente para permitir la completa
disociaciéon de los complejos nucleo-proteicos. Agregar 0,2 ml de Cloroformo a cada
tubo (0,2 ml de Cloroformo por 1 ml de Trizol®). Tapar correctamente los tubos. Agitar
vigorosamente con la mano durante 15 segundos e incubar durante 2-15 min a
temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000 g durante 15 min a 2-8°C. Después de la
centrifugacion, se obtienes diferentes fases. Encontramos una fase inferior rosa, una
interfase y una fase superior incolora acuosa. Es en la fase incolora donde se

encuentra el RNA.

Fase acuosa: RNA

Interfase: DNA

Fase organica: Proteina y lipidos

Precipitacién del RNA: Aislamos la fase superior incolora acuosa y lo transferimos a un
eppendorf nuevo. Afiadimos 0,5 ml de isopropanol a cada tubo (0,5 ml de isopropanol
por ml de Trizol®). Incubar a -20 °C overnight. Centrifugar a 12.000 g durante 10 min a
4°C.

Lavado del RNA: Descartamos el sobrenadante. Lavamos el pellet de RNA con 1 ml de
Etanol al 75 % (adicionar al menos 1 ml de etanol por ml de Trizol® usado). Mezclar
con vortex y centrifugar a 7.500 g durante 5 min a 4 °C.

Redisolucidon del RNA: Descartamos el sobrenadante y dejamos secar el pellet al aire.
Resuspendemos con la ayuda de una pipeta el pellet de RNA en agua millipore (de 60-

70ul dependiendo del tamafio del pellet) y lo dejamos incubar unos 10 min a 60°C.
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3.4 Cuantificacion de microRNAs

El estudio del analisis de la expresion de los miRNAs se realizd6 mediante el uso de ensayos de
microRNA TagMan® (Life Tecnhologies S.A). El cDNA se obtuvo mediante el kit TagMan®
microRNA Reverse Transcription kit (Life Tecnhologies S.A). Las reacciones se incubaron en el
termociclador AB 9500 utilizando 10ng de RNA total extraido anteriormente, 50nM de los
primers RT comerciales en stem-loop (de miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 y miR-429),
1X RT buffer, 0,25mM de dNTPs, 3,333U/ul de transcriptasa reversa MultiScribe y 0,25U/ul de

RNasa inhibitor.

A continuacion se realizé una PCR a tiempo real con el equipo 7500 Real Sequence Detection.
La reaccién incluyé 0,7 pl de producto de cDNA, 1X TagMan Universal PCR master mix y 1ul de
primer comercial y sonda del kit TagMan microRNA Assay protocol. Se utilizé6 el miRNA RNU6B
como control endégeno en el CCR y el miRNA-191 en el estudio de las muestras de CPCNP. La

cuantificacion relativa fue calculada usando la formula 272,

3.5 Transfeccion

Las lineas celulares de pulmoén se transfectaron con 100nM de pre-miR-200c, pre-miR-141 y
pre-miR-Control negativo (Life Tecnhologies S.A); la linea celular LOVO fue transfectada con
100nM de anti-miR-200a, anti-miR-200c, anti-miR-429, anti-miR-Control negativo, pre-miR-429
o pre-miR-Control negativo usando la Lipofectamine® 2000 (Life Tecnhologies S.A), siguiendo

el protocolo siguiente:

i.  Se cultivaron las células en medio sin antibidtico (RPMI, 10% FBS) en placa de 6 o0 12
pocillos, dependiendo del experimento a realizar y se dejaron toda la noche el
incubador. Las células fueron creciendo hasta conseguir un 50-70% de confluencia en
el momento de la transfeccion.

ii. Para cada experimento se prepararon los reactivos siguientes:

- Diluimos los pre-miRNA en Opti-MEM (Life Tecnhologies S.A).

- Mezclamos la Lipofectamine® 2000 con el Opti-MEM e incubamos la mezcla
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Tras la incubacién, se mezclaron los dos componentes e incubaron no mas de 30

minutos a temperatura ambiente y fuera de la luz.
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iii. A continuacién anadimos la mezcla a los pocillos que contienen las células e
incubamos a 372Cy 5% de CO..
iv.  Alas 4-6 horas de la transfeccidon, cambiamos el medio por uno con antibiético para

evitar contaminaciones.

3.6 Tratamiento con farmacos

A las 24 horas de la transfeccién, la linea H23, A-549 y HCC-44 se trataron con 400uM de

Desferrioxamine® (DFX) (Sigma-Aldrich) responsable de inducir condiciones de hipoxia.

Las lineas LOVO, fueron tratadas a las 24 horas de la transfeccion con 10uM de 5-FU (Sigma-

Aldrich) y con 10uM de NH,0H (Sigma-Aldrich) como control negativo.

3.7 Analisis de los niveles de VEGF

Para los analisis de los niveles de VEGF, 24h después de la transfeccién realizada con el pre-
miR-141, se recogieron los sobrenadantes de las células que se habian cultivado en placas de 6
pocillos (70.000 células/pocillo). Posteriormente se evalud la cantidad de VEGF mediante el kit

VEGF Human Elisa kit (ab100662, Abcam).
3.8 Analisis de migracion

La migracion celular se determind por el método de “scratch”. Se sembraron las lineas
celulares en placas de 12 pocillos (500.000 células/pocillo) y se dejaron crecer hasta llegar a un
50-70% de confluencia. Posteriormente se transfectaron con los pre-miRNAs o anti-miRNAs
correspondiente y a las 24 horas post transfeccion se realizé un raspado a la monocapa
formada en linea recta, con una punta de pipeta estéril de 100ul. La distancia de migracién

(um) se midid alas 0, 12, 24, 48 y 72 horas usando el cell Sense Entry 1.7 software (Olympus).

3.9 Western blot

La proteina fue aislada utilizando el kit Qiagen Qproteome Mammmalian Protein prep
(Qiagen). Cincuenta microgramos de proteinas se cargaron en geles de electroforesis de SDS-
policrilamida al 10% Tris-HCl y transferidas posteriormente a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad). La membrana se incubd con anticuerpos contra KLF6 sc-7158 (Santa Cruz Biotechnology)
y alfa-tubulina (Sigma-Aldrich) que utilizamos como control de carga. Para el revelado de las
membranas, se utilizd el kit Super Signal West Pico Chemiluminesccent Substrate (Pierce

Biotechnology) y fue leida en el Chemidoc System (Bio-Rad). Las bandas se cuantificaron
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mediante el programa Quantity One v.4.2.6 y la cuantificacion relativa se calculé en referencia

a la alfa-tubulina.

3.10 Analisis de los niveles de mRNA

El analisis de los niveles de mRNA se realizd a partir del RNA total extraido anteriormente
explicado, el cDNA se obtuvo utilizando el kit High Capacity DNA Reverse Transcription Kit (Life
Tecnhologies S.A). La cuantificacién del mRNA de la E-cadherina se realizd usando el kit
TagMan Gene Expression assay (Life Tecnhologies S.A) y se usé el GAPDH como control

enddgeno. La cuantificacion relativa fue calculada usando la formula 274,

3.11 Inmunohistoquimica

Se realizaron una serie de cortes transversos de 3 a 5um de espesor de diferentes muestras
parafinadas y se montaron en portaobjetos (Dako). Para la inmunohistoquimica, se utilizo la
inmunotincién manual usando un anticuerpo Monoclonal de ratén anti-Human CD34 clon I
Ready-to-Use (Dako) y un anticuerpo Monoclonal de ratéon anti-Human E-cadherina clon NCH-
38 Ready-to-Use (Dako). La recuperacién de antigenos se realizd a través del método HIER
(Heat Induced Epitope Retrieval) a una temperatura de 952C y pH de 6, utilizando el sistema
PT-Link (Dako). La tincién inmunohistoquimica se realizd manualmente siguiendo el protocolo
del kit Advance HRP (Dako). Para finalizar algunas de las secciones se tifieron con

hematoxilina.

3.12 Cuantificacion de la formacion de nuevos vasos

La cuantificacidn se realizd mediante el contaje de los vasos sanguineos marcados con CD34,
de las imagenes obtenidas a 200 aumentos de 4 areas diferentes de muestras tumorales de

pacientes que presentaban niveles altos o bajos de miR-141.

3.13 Analisis estadistico

Se utilizé la prueba t-Student pareado para comparar los niveles de expresion de miRNAs entre
el tejido tumoral y el tejido normal. Se utilizé la prueba t-Student para comparar las diferencias
entre dos grupos. Se utilizé el paquete Maxstat de R para determinar el punto de corte éptimo

de las variables de estudio para los andlisis de supervivencia.

La SG se calculd desde la fecha de cirugia hasta la fecha de la muerte o Ultima fecha de

seguimiento. Las curvas de Kaplan-Meier para SG se compararon mediante una prueba de log-
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rank. Todos los factores del andlisis univariado con un valor de p<0,1 fueron incluidos en el

analisis multivariado con modelo de regresidn de Cox con el fin de identificar aquellas variables

con valor pronéstico independiente.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con SPSS Statistics v18 (SPSS) y R v2.8.1. Se

consideraron significativos aquellos resultados con p-value < 0,05.
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4. Resultados

1. Estudio de miR-141 y miR-200c como marcadores de supervivencia
global en estadios tempranos de pacientes del grupo histoldgico

adenocarcinoma con CPCNP.

Expresion de la familia miR-200 y caracteristicas clinicas

Evaluamos los niveles de expresidon de todos los miembros de la familia miR-200 (miR-2003,
miR-200b, miR-200c, miR-141 y miR-429) en tejido tumoral y normal en una serie de 155
pacientes de CPCNP. Todos los miembros de la familia, excepto el miR-141, estaban
infraexpresados en el tejido tumoral respecto al correspondiente tejido normal (miR-2003,

P=0,043; miR-200b, P<0,001; miR-429, P=0,003; miR-200c, P<0,001; Figura 31).

miR-200 family CLUSTER 1 miR-200 family CLUSTER 2
4 , P=0043 . P<0.001 .‘ P=0.003 4 P=NS P<0.001

microRNA expression
o

microRNA expression
o

Q‘b'

.qu’e
Figura 31. Expresidn de la familia miR-200 en tejido tumoral y tejido normal en 155 pacientes
de CPCNP. Se calculd por el método 2", Las diferencias se calcularon mediante la prueba t-

Student pareado.

Seguidamente analizamos las correlaciones entre esta familia de miRNAs y las caracteristicas
clinicas y bioldgicas de la serie de pacientes. Observamos que aquellos pacientes con estadio 1
y 2 presentaban niveles altos de miR-429 (P=0,039) en comparacidn con pacientes con estadio
0. Cuando tuvimos en cuenta el tabaco como variable de estudio, obtuvimos que los pacientes
fumadores presentaban niveles bajos de miR-200a (P=0,027) y miR-429 (P=0,032) respecto a

los pacientes que nunca habian fumado o eran exfumadores.
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Niveles altos de miR-200c y miR-141 como marcadores de mal prondstico

Los puntos de corte fueron determinados con el paquete MaxStat del programa R y
clasificamos los pacientes con nivel alto o bajo de expresidon en los cinco miembros de la
familia miR-200. De los 155 pacientes de CPCNP, encontramos que los pacientes con niveles
altos de miR-200c se asociaban a una peor supervivencia global (P=0,024; Figura 32), mientras

que los pacientes con nivel alto de miR-141 mostraron una tendencia (P=0,163; Figure 33).
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Figura 32. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresién de miR-200c en toda la

poblacién de estudio.

1.0 —f
05 7 Bajo miR-141
2 —
la 06 —
=
[as]
<
[as]
[e] 04 —
x .
Alto miR-141
0.2 —
P=0.163
0.0 —
T T T
o] 50 100 150
NUmber at Fisk SUPERVIVENVIA GLOBAL (MESES)
ALTO 123 25 11 0
BAJO 31 11 < 2

Figura 33. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-141 en toda la

poblacién de estudio.
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En el subgrupo de 94 pacientes de estadio 1, se observé que los pacientes con niveles altos de
miR-200c (P=0,019; Figura 34) y miR-141 (P=0,030; Figura 35) se asociaban a una peor

supervivencia global. En los otros miembros de la familia este resultado no se obtuvo.
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Figura 34. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-200c en los

pacientes con estadio 1.
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Figura 35. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresién de miR-141 en los

pacientes con estadio 1.
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miR-141 y miR-200c en el grupo histoldgico adenocarcinoma

Analizamos la expresidon de estos miRNAs dependiendo del grupo histolégico. En el grupo

histolégico escamoso no se observaron diferencias significativas cuando evaluamos los niveles

de miR-200c (P=0,974) y miR-141 (P=0,774) (Figuras 36 y 37).
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Figura 36. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-200c en los

pacientes con grupo histolégico escamoso.
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Figura 37. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresién de miR-141 en los

pacientes con grupo histolégico escamoso.
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Diferencias significativas se observaron en el grupo de adenocarcinoma (N=73), encontramos
que aquellos pacientes con niveles altos de miR-200c (P<0,001) y miR-141 (P=0,009) se
asociaban a una peor supervivencia global. El tiempo medio de la supervivencia global de los
pacientes con niveles altos de miR-200c fue de 61,2 meses (95% 1C=42,9-79,5), mientras que
aquellos pacientes que presentaban niveles bajos fue de 145,5 meses (95% 1C=134,4-156,6)
(Figura 38).
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Figura 38. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-200c en los

pacientes con grupo histolégico adenocarcinoma.

El tiempo medio de la supervivencia global de los pacientes con niveles altos de miR-141 fue
de 71,1 meses (95% 1C=44,9-81,6), mientras aquellos pacientes que presentaban niveles bajos

fue de 136,9 meses (95% 1C=110,9-1162,9) (Figura 39).
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Figura 39. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresién de miR-141 en los

pacientes con grupo histolégico adenocarcinoma.

113



Finalmente analizamos la combinacion del efecto de miR-200c y miR-141 generando un score
de riesgo basandonos en la expresidon de los niveles de ambos micros. Los pacientes se
clasificaron en tres grupos: alto, medio o bajo. Los pacientes con nivel alto de ambos miRNAs
fueron clasificados en el grupo de riesgo alto, los de niveles bajos se clasificaron como
pacientes de riesgo bajo y los que presentaban otras combinaciones fueron clasificados como

grupo de riesgo medio (Figura 40).

RIESGO BAJO
10 ' ; 4 :
08 7 RIESGO MEDIO
o —
o 06
-
S
<
[an)
2
& 04 RIESGO ALTO
02 —
00 P=0.002
T T T
0 50 100 150
SUPERVIVENCIA GLOBAL (MESES)
Mumber at risk
RIESGO ALTO ‘Ilg 'tf . 3
RIESGO MEDI
SGO MEDIO 16 6 1

RIESGO BAJO

Figura 40. Supervivencia global de acuerdo a la clasificacién de los pacientes en riesgo alto,
riesgo medio y riesgo bajo en base al score de riesgo generado por la combinacién de los

niveles de expresién de miR-200c y miR-141.
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miR-200c presenta mayor efecto que miR-141 en la migracion celular y en los niveles

de E-cadherina

La migracién celular fue analizada in vitro mediante el método scratch después de transfectar
las lineas celulares de pulmén, H23, A-549 y HCC-44 con el pre-miR-200c, pre-miR-141 y pre-
miRNA Control negativo. En la linea celular H23, observamos que las células transfectadas con
el pre-miR-200c reducian la migracion celular en comparacién al control (P=0,005). Este
resultado no se observé al analizar las células transfectadas con el pre-mir-141 (Figura 41). En
la linea de pulmdn A-549, observamos los mismos resultados cuando las células fueron
transfectadas con el pre-miR-200c, donde se reducia la migracién celular en comparacién al
control (P=0.0085). En el caso de analizar las células transfectadas con el pre-miR-141 también
observamos que participaban en la reduccién de la migracién (P=0,043) (Figura 42). En la linea
HCC-44, volvimos a observar que en las células transfectadas con el pre-miR-200c se reducia la
migracion celular en comparacién al control de manera significativa (P=0,013). Al analizar las

células transfectadas con el pre-miR-141 no observamos que participaban significativamente

(Figura 43).
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Figura 41. Efectos del miR-141 y miR-200c en la migracion celular en la linea celular H23. A.
Imagen representativa de tres experimentos independientes de un scratch a tiempo 0 y 24
horas después d transfectar con el pre-miR-200c, pre-miR-141 y el pre-miR-Control. B.
Porcentaje de migracidn observado después de transfectar tres ensayos independiente a las 24

horas.

115



Oh 24h

o 80
=}
c
o
o
=
& 60
=
-l L3
q B
- g
& e
£ E
c 3
a
ol %
=
* *
(24
8
S I
. &
= & &
= ° ) &
[ ' , <® &
a A s | %
A. B.

Figura 42. Efectos del miR-141 y miR-200c en la migracidon celular en la linea A-549. A. Imagen
representativa de tres experimentos independientes de un scratch a tiempo 0 y 24 horas
después d transfectar con el pre-miR-200c, pre-miR-141 y el pre-miR-Control. B. Porcentaje de

migracion observado después de transfectar tres ensayos independiente a las 24 horas.
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Figura 43. Efectos del miR-141 y miR-200c en la migracién celular en la linea HCC-44. A.
Imagen representativa de tres experimentos independientes de un scratch a tiempo 0 y 12
horas después d transfectar con el pre-miR-200c, pre-miR-141 y el pre-miR-Control. B.
Porcentaje de migracion observado después de transfectar tres ensayos independiente a las 24

horas.
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Después de la transfeccion con los pre-miRNAs, los niveles de E-cadherina fueron analizados
por IHQ y el incremento de nivel de la E-cadherina fue observado en las células H23, A-549 y
HCC-44, transfectadas con el pre-miR-200c comparado con el pre-miR-Control negativo y con

el pre-miR-141 (Figura 44).

Pre-miR-200c Pre-miR-141 Control

H23

A-549

HCC-44

Figura 44. Niveles de E-cadherina analizados por IHQ en la linea celular transfectadas con el

pre-miR-200c, pre-miR-141 y pre-miR-Control.
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miR-141 regula la angiogénesis de manera negativa por via del KLF6, permitiendo el
incremento de los niveles de VEGFA vy se relaciona con un alto nivel de densidad de

vasos sanguineos

Identificamos que KLF6 podria ser una diana putativa de miR-141 pero no de miR-200c con el
uso del TargetScan 6.2. Analizamos la cantidad de proteina de KLF6 mediante Western Blot, de
las tres lineas celulares de CP transfectadas con el pre-miR-200c, pre-miR-141 y pre-miRNA
Control. Donde obtuvimos que el nivel de proteinas de KLF6 se reducia significativamente en
las lineas transfectadas con el pre-miR-141 en comparacién con los niveles de pre-miRNA

Control. En el caso del miR-200c no encontramos diferencias significativas (Figura 45).
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Figura 45. Niveles de proteina de KLF6 y alfa-tubulina mediante Western Blot de la linea H23

trasnfectadas con pre-miR-200c, pre-miR-141 y pre-miR Control.

Se conoce que KLF6 regula la expresion y la secrecidn de VEGFA, un factor critico en la
angiogénesis. Examinamos el efecto del incremento de la expresion de miR-141 en el los
niveles de VEGFA. En primer lugar sobrexpreseamos ambos miRNAs en las células H23, A-549 y
HCC-44 mediante el uso de pre-miRNAs previamente mencionados. En segundo lugar,
transcurrido 24 horas tras la transfeccion, las células fueron tratadas con el DFX, un farmaco
que produce hipoxia. Después de 24 horas de tratamiento bajo condiciones de hipoxia,
analizamos los niveles de VEGFA en el sobrenadante de las células mediante un kit de ELISA
donde observamos que la sobreexpresion de miR-141 produjo un incremento del nivel de

VEGFA en las tres lineas celulares de pulmén, H23 (P=0,04), A-549 (P=0,03) y HCC-44 (P=0,02)
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mientras que el miR-200c no indujo diferencias significativas en la linea celular H23 y A-549,
pero si que observamos un incremento significativo del VEGFA en la linea celular HCC-44
(P=0,04) (Figura 46).
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Figura 46. Niveles de proteina VEGFA en el sobrenadante de cultivo de la linea H23, A-549 y
HCC-44 transfectada con el pre-miR-200c, pre-miR-141 y pre-miR-Control y tratadas

posteriormente con DFX.

Finalmente analizamos la relaciéon entre los niveles de miR-141 y la densidad de vasos
sanguineos en el tejido tumoral. Realizamos el contaje de nimeros de vasos sanguineos con el
marcador CD34 (marcador de endotelio) por inmunohistoquimica. Se evaluaron 29 pacientes
que presentaban nivel alto o bajo de miR-141. Obtuvimos que los pacientes con nivel alto de
miR-141, presentaban un 22% mas de vasos sanguineos que los tumores con niveles bajos

(P<0,001, Figura 47).
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Figura 47. Nimero de vasos sanguineos en tejido tumoral y su asociacién con el miR-141.
A. Inmunohistoquimica de dos casos representativo de nivel alto o bajo de miR-141. B. Media
de nimero de vasos sanguineos evaluados en cuatro campos a 200x en pacientes con niveles

alto o bajo de miR-141.
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Analisis multivariado

En el analisis multivariado de la supervivencia global de todo la cohorte de pacientes,
incluimos todos los factores clinicos y biolégicos que presentaban una P<0,1 y el score de
riesgo fue basado en la expresién de miR-141 y miR-200c. El score de riesgo de miR-141/miR-
200c (riesgo alto versus otros) fue identificado como marcador de prondstico independiente
en la SG (SG, 2,787; 95% 1C=1,087-7,148; P=0,033) junto con estadio > 1 y edad > a 65 afios
(Tabla 16).

En el analisis multivariado de los pacientes con grupo histoldgico adenocarcinoma, el score de
riesgo de miR-141/200c también se identific6 como factor pronédstico independiente para la

SG (SG, 10,649; 95% 1C=2,433-46,608; P=0,002) junto con los mayores de 65 afios (Tabla 16).

Serie completa

0s OR (95% IC) J

Sexo masculino 2,773 (0,949-8,100) 0,062
Estadio>1 2,58 (1,178-5,494) 0,017
Edad > 65 2,629 (1,374-5,029) 0,003
Riesgo alto miR-141/miR-200c 2,787 (1,087-7,148) 0,033

Adenocarcinoma

os OR (95% IC) P
Edad> 65 3,693 (1,420-9,601) 0,007
Riesgo alto miR-141/miR-200c 10,649 (2,433-46,608) 0,002

Tabla 16. Andlisis multivariado mediante regresiéon de COX de toda la cohorte (N = 155) y del

subgrupo de pacientes con adenocarcinoma (N = 73).
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2. Resultados en el estudio de la familia miR-200 en el tratamiento

con fluoropimidinas en pacientes quirurgicos de CCR.

Expresion de la familia miR-200 y caracteristicas clinicas

Evaluamos los niveles de expresidon de todos los miembros de la familia miR-200 (miR-2003,
miR-200b, miR-200c, miR-141 y miR-429) en tejido tumoral y normal en una serie de 127
pacientes de CCR. Encontramos que la expresion fue mds alta en las muestras tumorales
respecto a las muestras normales (miR-200a, P<0,001; miR-200b, P<0,001; miR-429, P<0,001;
miR-200c, P<0,001 y miR-141, P=0,036; Figura 48).

miR-200 family CLUSTER 1 miR-200 family CLUSTER 2
i
< | P<0,001 P<0,001 P<0,001 < ] Peo001 0086
£ T = -
= re I T
o S
-0 9 ¢
@ @
o o
: | L
Lﬁ b l Lﬁ 24 AL

Figura 48. Expresion de la familia miR-200 en tejido tumoral y tejido normal en 127 pacientes

AACT

de CCR. Se calculd por el método 27, Las diferencias se calcularon mediante la prueba t-

Student pareado.

Seguidamente trabajamos con los diferentes estadios (1, 2 y 3) de toda la cohorte, observamos
que los pacientes con estadio 1 presentaban niveles mas bajos que aquellos pacientes que
tenian estadio 2 y 3 (miR-200a, P=0,003; miR-200b, P=0,003; miR-429, P=0,042; miR-200c,
P=0,009; miR-141, P=0,076; Figura 49). La expresion de los cinco miembros de la familia miR-

200 correlacionaron positivamente con los niveles de expresion de E-cadherina (P<0,001).
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Figura 49. Expresion de la familia miR-200 dependiendo del estadio en una serie de 127

AACT

pacientes de CCR. Se calculé por el método 27" Las diferencias se calcularon por una prueba

Anova.

Los miembros de la familia miR-200 como marcadores de prondstico

Los puntos de corte fueron determinados con el paquete MaxStat del programa R y
clasificamos los pacientes con nivel alto o bajo de expresidon de los cinco miembros de la
familia miR-200. Encontramos que los pacientes con niveles altos de miR-200a, miR-200c y
miR-429 se asociaban a una mejor supervivencia global. El tiempo medio de supervivencia
global fue de 95,4 meses en aquellos pacientes que presentaban niveles altos de miR-200a en
comparaciéon a 87 meses que mostraron los pacientes con niveles bajos de miR-200a
(P=0,027). En el caso del miR-200c, encontramos una supervivencia global de 97,8 meses en
aquellos que presentaban niveles altos en comparacion a 87 meses en aquellos que
presentaban niveles bajos (P=0,042). En el miR-429, la media de supervivencia global en

niveles altos fue de 96,4 meses en comparacion a 71,2 meses (P=0,001) (Figura 50).

122



miR-200a miR-200c¢ miR-429

Probability
Probability
Probability

or| P=0.027 o+ p=0.042 p=0.001

Time (Months) Time (Months) Time (Months)

=
i

Figura 50. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-200a (A), miR-

200c (B) y miR-429 (C) en toda la poblacién de estudio.

Para la supervivencia libre de enfermedad, solo encontramos que los pacientes con niveles
altos de miR-429 presentaban un diferencia significativa (P<0,001) cosa que en los otros dos
miembros de la familia miR-200 anteriormente comentados no se observé (miR-2003,

P=0,087; mir-429, P=0,073; Figura 51).
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Figura 51. Supervivencia libre de enfermedad de acuerdo a los niveles de expresiéon de miR-

200a (D), miR-200c (E) y miR-429 (F) en toda la poblacién de estudio.

A continuacidn los pacientes fueron clasificados dependiendo del tratamiento que habian, de
la cohorte total, 56 pacientes fueron tratados con fluoropirimidas. Al trabajar con este grupo
de pacientes mantuvimos las diferencias significativas de los miembros anteriormente
mostrados, miR-200a (P=0,01), miR-200c (P=0,011) y miR-429 (P<0,001), ademas de encontrar
también diferencias significativas en el miR-141 (P=0,023). Observamos que los pacientes que
presentaban niveles altos de estos miRNAs se asociaban a una mejor supervivencia global

(Figura 52).
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Figura 52. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-200a (A), miR-
200c (B), miR-141 (C) y miR-429 (D) en el grupo de pacientes tratados con fluoropirimidinas.

Color verde: niveles altos y color azul: niveles bajos de miRNA.

Para la supervivencia libre de enfermedad, encontramos diferencias significativa en los
miembros anteriormente mostrados, miR-200a (P=0,022), miR-200c (P=0,019) y miR-429
(P<0,001), ademas de encontrar también diferencias significativas en el miR-141 (P=0,040)

(Figura 53).

Probability
Probability
Pmbai}hty
Probaii]ity

A p=0.022 « p=0.019 - p=0.040 + p<0.0001

00 M0 40 G0 B 1000 1000 o o 0 €M w0 100W 12000 00 00 0 6000 G0 1000 12000 00 Mo 400 000 0 1000 12000

Time (Months) Time (Months) Time (Months) Time (Months)

Figura 53. Supervivencia libre de enfermedad de acuerdo a los niveles de expresion de miR-
200a (E), miR-200c (F), miR-141 (G) y miR-429 (H) en el grupo de pacientes tratados con

fluoropirimidinas. Color verde: niveles altos y color azul: niveles bajos de miRNA.
A pesar de estos resultados, en el subgrupo de pacientes tratados con XELOX o en aquellos

pacientes que no recibian tratamiento adyuvante no se observd correlacidn entre

supervivencia y niveles de expresidn de estos miRNAs.
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Finalmente, los niveles altos de miR-200a, mir-200c, miR-141 y miR-429 también fueron
asociados con supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad en el subgrupo de 32

pacientes con estadio 2 tratados con fluoropirimidinas.

En este subgrupo encontramos que la media de supervivencia global fue de 100,9 meses en los
pacientes que presentaban niveles altos de miR-200a en comparacién a 54,4 meses
observados en aquellos pacientes con nivel bajo (P=0.003). En el caso del miR-429 la media de
supervivencia global fue de 103,5 meses en los pacientes con nivel alto en comparacién a 49,1
meses observado en los pacientes con nivel bajo (P<0,001). La media de supervivencia global
de miR-200c (P=0,001) y miR-141 (P=0,001) no pudo ser calculada porque todos los casos

fueron censurados (Figure 54).
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Figura 54. Supervivencia global de acuerdo a los niveles de expresion de miR-200a (A), miR-
200c (B), miR-141 (C) y miR-429 (D) en el grupo de pacientes con estadio 2 y tratados con

fluoropirimidinas. Color verde: niveles altos y color azul: niveles bajos de miRNA.

La media de supervivencia libre de enfermedad fue de 102,3 meses en los pacientes que
presentaban niveles altos de miR-200a en comparacién a 59,4 meses observados en aquellos
pacientes con nivel bajo (P<0,001). En el caso del miR-429 la media de supervivencia libre de
enfermedad fue de 100,7 meses en los pacientes con nivel alto en comparacién a 49,1 meses
observado en los pacientes con nivel bajo (P<0,001). La media de supervivencia libre de
enfermedad de miR-200c (P=0,001) y miR-141 (P<0,001) no pudo ser calculada porque todos

los casos fueron censurados (Figura 55).
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Figura 55. Supervivencia libre de enfermedad de acuerdo a los niveles de expresion de miR-
200a (E), miR-200c (F), miR-141 (G) y miR-429 (H) en el grupo de pacientes con estadio 2 y

tratados con fluoropirimidinas. Color verde: niveles altos y color azul: niveles bajos de miRNA.

La infraexpresion de miR-429 promueve la invasion celular

La invasion celular fue evaluada en la linea celular LOVO mediante el método scratch. La linea
celular fue transfectada con el anti-miR-200a, anti-miR-200b, anti-miR-429 y anti-miR-Control.
Después de 72h post-transfeccidn, las células que habia sido transfectadas con el anti-miR-429
mostraron un alta invasién celular en comparacion al efecto producido por el anti-miR-Control
(P=0,01) (Figura 56). En el caso de anti-miR-200a y anti-miR-200c no encontramos diferencias

significativas en la invasion celular.
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Figura 56. Efectos del miR-429 en la invasién celular. A. Imagen representativa de dos

experimentos independientes de un scratch a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas después de

transfectar con el anti-miR-429 y anti-miR-Control. B. Porcentaje de frente abierto observado

después de transfectar tres ensayos independientes a las 24, 48 y 72 horas.

La sobreexpresion de miR-429 combinado con el tratamiento de 5-FU inhibe la

invasion celular

La expresion de los niveles de miR-429 aumentd considerablemente 24h después de

transfectar las células con el pre-miR-429 en comparacion con los niveles obtenidos cuando las

células fueron transfectadas con el pre-miR-Control (Figura 57).

i

[ pre-miR-Control
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Figura 57. Niveles de miR-429 evaluado después de 24h de trasnfectar la linea celular LOVO

con el pre-miR-429 y pre-miR-Control.
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Cuando las células fueron transfectadas con el pre-miR-429 y el pre-miR-Control se observo
que las células transfectadas con el pre-miR-429 mostraron una menor invasién en el método
scratch que al utilizar el anti-miR-429, pero no se describieron diferencias significativas cuando

se compararon con las células transfectadas con el pre-miR-Control (P=0,06) (Figura 58).

oh 24h 48h 72h

pre-miR-429

pre-miR Control

Figura 58. Efectos del pre-miR-429 en la invasion celular. Imagen representativa de dos
experimentos independientes de un scratch a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas después de
transfectar con el pre-miR-429 y pre-miR-Control.

Ademads observamos que las células transfectadas con el pre-miR-429 combinado con el
tratamiento 5-FU mostraron menos invasién en el método scratch que las lineas celulares

transfectadas con el pre-miR-Control combinado con tratamiento de NH,OH (P=0,001) (Figura

59).

Oh 24h 48h 72h

pre-miR-429 + 5FU

NH,OH

pre-miR Control +

Figura 59. Efectos del pre-miR-429 en la invasion celular. Imagen representativa de dos
experimentos independientes de un scratch a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas después de

transfectar con el pre-miR-429 + 5-FU y pre-miR-Control + NH,OH.

128



Analisis multivariado

En el analisis multivariado de COX para la supervivencia global y la supervivencia libre de
enfermedad incluimos todos los factores clinicos y biolégicos que presentaban una P<0,1

(Tabla 17).

Serie Completa

oS OR (95% IC) P
Niveles de CEA > 5 2.286 (1,264-9,805) 0,016
Invasion Perilimfatica 5.595 (1,165-22.487) 0,031
Pélipos pre-existente 5.117 (1.402-8.938) 0,007
Niveles bajos de miR-429 3.540 (12.355-19.040) <0,001
SLE OR (95% IC) P
Niveles de CEA > 5 3.050 (1,257-7.400) 0,014
Invasion Perilimfatica 4.758 (1,530-14.799) 0,007
Invasion Perineural 4.313 (1.057-17.597) 0,042
Pélipos pre-existente 2.744 (1.178-6.390) 0,019
Niveles bajos de miR-429 5.884 (2.283-15.166) <0,001

Pacientes tratados con fluoropirimidinas

oS OR (95% IC) P
Pélipos pre-existente 4.891 (1.340-17.851) 0,016
Niveles bajos de miR-429 17.675 (3.849-81.161) <0,001
SLE OR (95% IC) P
Niveles de CEA >5 3.050 (1,257-7.400) 0,014
Edad > 67 afios 3.326 (1.007-10.993) 0,049
ECOG PS 2 5.792 (1.948-17.218) 0,002

Pacientes de estadio 2 tratados con fluoropirimidinas

0s OR (95% IC) P

Niveles bajos de miR-429 0,005 (2.708-300.254) 0,005

Tabla 17. Analisis multivariado de la supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad
mediante regresion de COX de toda la cohorte (N=127), del grupo de pacientes tratados con
fluoropirimidinas (N=56) y del grupo de pacientes de estadio 2 tratados con fluoropirimidinas

(N=32).
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5. Discusion

Los miRNAs son pequeias moléculas de RNA que participan en la regulacién génica. Un Unico
miRNA puede modular los niveles de mdltiples proteinas dependiendo de Ia
complementariedad con los diferentes RNAs mensajeros y sus efectos son dependientes de la
expresidon de la proteina en cada tipo celular [155]. Los miembros de la familia miR-200 se
encuentran localizados en dos cromosomas diferentes: miR-200a, miR-200b y miR-429 en el
cromosoma 1 y miR-141 y miR-200c se localizan en el cromosoma 12, estos dos clusters
comparten el mismo origen de transcripcidon y son regulados transcripcionalmente por OCT4
[254]. Hemos de tener en cuenta que los miembros de la familia miR-200 dependiendo de su
seed-sequence también se clasifican en dos grupos diferentes: por un lado encontramos el
miR200b/c y miR-429 y por otro lado el miR-200a y el miR-141, que difieren en un dnico
nucledtido de la seed-sequence (U por C). Aunque estos miembros son transcripcionalmente

regulados por una misma via, ellos difieren en sus dianas.

La familia miR-200 fue descubierta por su implicacidn en los procesos de la TEM y la TME. La
sobreexpresion de los miembros de la familia miR-200 inhibe la expresién de ZEB1/ZEB2
dejando libre el promotor de la sintesis de E-cadherina, que favorece el incremento de las
adhesiones intercelulares y diferenciacién celular [220, 221]. Durante el desarrollo del tumor,
las células epiteliales normales adquieren caracteristicas mesenquimales a través del TEM. La
infraexpresion de los miembros de la familia miR-200 facilita la metastasis en algunos tumores
[224]. La induccidn de la TME por la sobreexpresién de los miembros de la familia miR-200 se
ha visto que es importante en el ultimo paso del proceso metastdsico. Mientras la TEM
permite la migracién de las células del tumor primario, la TME permite la colonizacién y
metdstasis en diversos érganos [255, 256]. Asi, tanto la infraexpresidn como la sobreexpresion
de los miembros de la familia miR-200 han sido relacionadas con peor prondstico dependiendo

del tipo tumoral.

La infraregulacién de la familia miR-200 ha sido asociada con mal prondstico en cancer ovarico
[240], cancer renal [257] y cancer colorrectal [233]. Por otra parte, experimentos realizados in
vitro e in vivo han mostrado que niveles altos de miR-200c reducen la invasién y la metastasis
[258]. Por lo contrario, también se ha descrito que la sobreexpresién de los miembros de la
familia miR-200 permiten incrementar la metastasis en los modelos de cancer de mama [253]

donde la sobreexpresion se ha asociado con mal prondstico [252].

133



Discusion del papel de la familia miR-200 en pacientes de CPCNP

En el estudio de la familia miR-200 en CPCNP encontramos que niveles altos de miR-141 y miR-
200c se asocian con una peor supervivencia global. Con el fin de investigar si la regulacién de la
TEM por miR-141 y miR-200c es histoldgicamente dependiente, se examind el valor prondstico
en dos de los mayores grupos histolégicos dentro del CPCNP. Nuestros hallazgos demuestran
que en el grupo histoldgico adenocarcinoma los pacientes que presentaban niveles altos de
miR-141 y miR-200c se asocian con una peor supervivencia global. En linea con nuestros
resultados, la sobrexpresién de miR-200c como marcador de mal prondstico fue previamente
reportado en un trabajo de 70 muestras de CPCNP que incluian ambos grupos histoldgicos
[236], pero no se mostraron los resultados de prondstico seleccionando, solo el grupo
histolégico adenocarcinoma. En oposicién a nuestros resultados, un trabajo reciente publicado
sobre la familia miR-200, donde se ha trabajado con datos extraidos de una base online TCGA
database, reporta que niveles bajos de miR-200b*, miR-200a y miR-429 se relacionan con una
peor supervivencia global en un grupo de pacientes con CPCNP donde incluyeron pacientes

metastasicos [259].

A partir de estos primeros hallazgos hemos analizado el papel de miR-141 y miR-200c en el
proceso de TEM y TME en tres lineas celulares de CPCNP, la H23, la A-549 y la HCC-44. Con los
experimentos realizados observamos que el miR-200c reducia la migracion de las tres lineas
celulares de manera significativa una vez la transfectamos con el pre-miRNA correspondiente
en comparacion con un pre-miRNA Control. La sobreexpresion de miR-200c también aumento
los niveles de proteina de E-cadherina. Con estos resultados pudimos determinar que el miR-
200c intervenia en la TME y aunque el miR-141 es un miembro de la familia miR-200, este
miRNA en nuestro estudio no lo encontramos relacionado en la TEM/TME. Recientes estudios
en cancer de mama han mostrado también que la sobreexpresidn de miR-200c conduce a la

metastasis [253], por tanto esto podria reforzar nuestros hallazgos.

Mediante la herramienta bioinformatica TargetScan, encontramos que el mRNA de KLF6
podria ser una diana putativa de miR-141. La sobreexpresion de miR-141 en las lineas celulares
H23, A-549 y HCC-44 promovid una reduccion de los niveles proteicos de KLF6. Ademas, se
observd un incremento de la secrecion de VEGFA en el sobrenadante del cultivo de las lineas
celulares. En base a estos resultados, decidimos evaluar el nimero de vasos sanguineos en el
tejido tumoral de pacientes con niveles altos o bajos de miR-141 por inmunohistoquimica,

donde observamos que aquellos tumores con mayor expresién de este miRNA presentaban un
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numero significativamente superior de vasos. Por tanto nuestros hallazgos nos indican que el
miR-141 interviene en procesos de angiogénesis por su regulacién de KLF6, secretando asi mas
VEGFA y produciendo mas vasos sanguineos, generando unas condiciones favorables para el
crecimiento tumoral e invasidn. En un estudio con fibroblastos asociados a cancer (FACs)
aislados de pulmones de ratones con adenocarcinoma que presentan niveles altos de los
miembros de la familia miR-200, se observd que estos secretaban abundante VEGF ayudando
asi a una mayor invasion in vitro [258]. Cuando analizamos la expresion de los niveles de miR-
141 en las muestras de tejido tumoral y normal, no observamos diferencias significativas en los
niveles de expresidn, permitiéndonos especular que el papel prondstico de miR-141 podria
estar relacionado con la expresién de este en los FACs y no en las células tumorales.
Concluyendo que la sobreexpresion de miR-141 conduciria a la sobreproducciéon de VEGFA y el
incremento de la neoangiogénesis, lo cual se ha relacionado anteriormente con peor

pronostico en CPCNP [260].
Discusion del papel de la familia miR-200 en pacientes de CCR

En el estudio de la familia miR-200 en CCR hemos encontrado que los miembros de la familia
miR-200 se encuentran sobreexpresados en el tejido tumoral cuando lo comparamos con el
tejido normal. Estos resultados son similares a los previamente publicados en otros trabajos en

cancer de vejiga [261] y en cancer de endometrio [262].

Cuando evaluamos la supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, observamos
que los pacientes con niveles altos de miR-200a, miR-200c y miR-429 presentaban mejor
prondstico, estos hallazgos nos hicieron relacionar estos miRNAs directamente con su
participacidon en el proceso TEM/TME. También observamos que los pacientes de estadio |
tenian niveles mas bajos de miR-200 que aquellos pacientes con estadios Il y lll, indicando que
mientras las células en estadios | aun predominan con caracteristicas mas mesenquimatosas,
en cambio en el estadio Il y lll, las células tumorales pueden volver a recuperar sus

caracteristicas mas epiteliales.

Si bien, el mecanismo de acciéon de estos RNAs no esta del todo descrito, estudios previos in
vitro demuestran que no solo regulan la sintesis de E-cadherina, sino que también estan
involucrados en la regulacidn de diversos genes, como el WNT/B-catenina o ZEB1 [263]. Estos
resultados nos podrian indicar que esta familia de miRNAs podria regular el crecimiento celular

y la diferenciacidn, pudiendo actuar como supresores tumorales.
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Las fluoropirimidinas, son los fdrmacos que mas se usan como tratamiento adyuvante en los
pacientes con estadio Il y lll en cancer colorrectal. De forma relevante hemos observado que la
correlacién entre los niveles de expresién y supervivencia se sigue manteniendo en aquellos
pacientes tratados con fluoropirimidinas. Cuando se analizé lo mismo con el subgrupo de
pacientes de estadio Il tratados con fluoropirimidinas, miR-200a y miR-429 seguian
manteniendo su significancia y sentido prondstico, lo que podria indicar que estos miembros
de la familia miR-200 podrian ser marcadores para pacientes susceptibles de ser tratados con
fluoropirimidinas. Cuando se trabajé con el subgrupo de pacientes que habian recibido XELOL
como tratamiento adyuvante no se encontrd correlacidén entre la expresion de los niveles de

miRNA y supervivencia.

Es interesante destacar, que en el andlisis multivariado, solo se identific6 como factor
prondstico el miR-429, sugiriendo que este podria tener una relaciéon con la supervivencia de
los pacientes con cdncer colorrectal tratados con fluoropirimidinas. Realizamos un estudio in
vitro con la line celular LOVO, observamos que la disminucidn de miR-429 aumentaba las
propiedades invasivas de las células LOVO, mientras que disminuia esta capacidad la
sobreexpresiéon de este miRNA. El tratamiento 5-FU es uno de los tratamientos mas estandar,
este contribuye en la disrupcidn de la sintesis de RNA y la sintesis de timidina, permitiendo una
degradacion de la proliferacion celular [264]. In vitro, este efecto apoptdtico del 5-FU,
combinado con niveles elevados de miR-429 mostré un potente inhibidor de la invasion
celular, suponiendo la base para una medicina mas personalizada en el tratamiento de

pacientes con cancer colorrectal.

Discusion conjunta: analisis de la implicacion de la familia miR-200 en

dos modelos tumorales diferentes

El objetivo principal de este estudio fue analizar el papel de la familia miR-200 en dos modelos
tumorales diferentes. Para ello escogimos dos tipos de cancer de origen endodérmico como el
colorrectal y cancer de pulmdn. Los dos modelos se caracterizan por el crecimiento
incontrolado de las células anormales desde un inicio. En los trabajos realizados hemos
encontrado resultados controvertidos al analizar el prondstico de la expresion de la familia
miR-200 en los dos tipos de cancer. Estos resultados indican que diferentes mecanismos

pueden estar involucrados en el efecto de esta familia de miRNAs.
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En el estudio de la serie de CCR, los hallazgos encontrados nos determinan que los miembros
de la familia miR-200 estan implicados en el proceso TEM, donde los niveles altos se
relacionaron con mejor pronostico, ya que estos niveles altos permitian inhibir ZEB1 y ZEB2, asi
dejaban al promotor de la E-Cadherina que siguiera produciendo proteina y se encargara de el
incremento de las adhesiones intercelulares y diferenciacién celular. En el estudio de la serie
de CPCNP, encontramos que uno de los miembros se relaciona con el proceso de la TME, pero
el otro miembro de estudio, nos muestra que esta implicado en la angiogénesis, generando

unas condiciones favorables para la progresion tumoral e invasion.

En conclusion vemos que dos tumores de origen endodérmico, como el cancer colorrectal y el
cancer de pulmdn, que presentan un mecanismo carcinogénico inicial parecido, el mecanismo
de determinados RNAs pueden ser diferentes. El estudio de esta familia asi como de sus
moléculas dianas nos puede llevar a una mejor comprensién de los modelos tumorales, y
probablemente la busqueda de terapias contra esta familia de miRNAs y utilizar estos miRNAs

como arma terapéutica contra el cancer.
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6. Conclusiones

. En el CPCNP los niveles de los miembros de la familia miR-200, excepto el miR-141,

disminuyen en el tejido tumoral en comparacién con su tejido normal.

. Los niveles altos de miR-200c discriminan un grupo de pacientes de CPCNP con menor

supervivencia global.

. Enlos pacientes de CPCNP con estadio I, que no reciben tratamiento adyuvante después de
cirugia, niveles altos de miR-141 y miR-200c identifican un grupo con menor supervivencia

global.

. El estudio segun grupo histolégico, muestra que el papel pronéstico de mir-141 y miR-200c

es exclusivo en los adenocarcinomas con CPCNP.

. El analisis de la supervivencia global en el estudio conjunto de miR-200c y miR-141 en los
pacientes de CPCNP permite identificar tres grupos de pacientes: con riesgo bajo de recaida
(con niveles bajos de ambos miRNAs), con riesgo medio de recaida (cuando los niveles de
un microRNA u otro son altos) y pacientes con riesgo alto de recaida (con niveles altos de

ambos miRNAs).

. En lineas celulares de CPCNP, miR-200c regula la migracién celular y miR-141 regula la

angiogénesis.

. En el CCR los niveles de todos los miembros de la familia miR-200, aumentan en el tejido

tumoral en comparacion a su tejido normal.

. Los niveles de miR-200a/b y miR-429 correlacionan de forma positiva con los estadios

tumorales en los pacientes con CCR.
. Los pacientes de CCR con niveles bajos de expresién de miR-200a/c/ y miR-429, presentan

una menor supervivencia libre de enfermedad y una menor supervivencia global que los

pacientes con altos niveles de expresion.
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10. El subgrupo de pacientes de CCR tratados con fluoropirimidinas y que expresan niveles
bajos de miR-200a/c/, miR-429 y miR-141 presentan una menor supervivencia libre de
enfermedad y una menor supervivencia global que los pacientes con altos niveles de

expresion.

11. El subgrupo de pacientes de CCR con estadio Il tratados con fluoropirimidinas y con bajos
niveles de expression de miR-200a/c/141 y miR-429 presentan una menor supervivencia
libre de enfermedad y una menor supervivencia global que los pacientes con altos niveles
de expresion. Estos pacientes podrian ser susceptibles de recibir un tratamiento
alternativo.

12. En lineas celulares de CCR los niveles bajos de miR-429 promueven la invasion celular.

13. Los miembros de la familia miR-200 tienen comportamiento distinto segun el tipo tumoral.
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Abstract: Background

Several treatments in non-small cell lung cancer (NSCLC) are histology-dependent,
and the need for histology-related markers is increasing. MicroRNAs (miRNAs) are
promising molecular markers in multiple cancers and show differences in expression
depending on histological subtype. The miRNA family miR-200 has been associated
with the regulation of epithelial-mesenchymal (EMT)/mesenchymal-epithelial transition
(MET). EMT involves profound phenotypic changes that include the loss of cell-cell
adhesion, the loss of cell polarity, and the acquisition of migratory and invasive
properties that facilitates metastasis. A dual role for the miR-200 family in the
prognosis of several tumors has been related to tumor cell origin. However, the
prognostic role and function of miR-200 family in early-stage NSCLC adenocarcinoma
and squamous cell carcinoma (SCC) have not been well established.

Methods

miRNA expression was determined using TagMan assays in 155 tumors from resected
NSCLC patients. Functional studies were conducted in three NSCLC cell lines: H23, A-
549 and HCC-44.

Results

High miR-200c expression was associated with shorter overall survival (OS) in the
entire cohort (p=0.024). High miR-200c (p=0.0004) and miR-141 (p=0.009) expression
correlated with shorter OS in adenocarcinoma - but not in SCC. In the multivariate
analysis, a risk score based on miR-141 and miR-200c expression emerged as an
independent prognostic factor for OS in the entire cohort (OR, 2.787; p=0.033) and in
adenocarcinoma patients (OR, 10.649; p=0.002).

Functional analyses showed that miR-200c, was related to mesenchymal-epithelial
transition (MET) and affected cell migration and E-cadherin levels, while
overexpression of miR-141 reduced KLF6 protein levels and produced an increase of
secretion of VEGFA in vitro (H23, p=0.04; A-549, p=0.03; HCC-44, p=0.02) and was
associated with higher blood microvessel density in patient tumor samples (p<0.001).
Conclusion

High miR-141 and miR-200c expression are associated with shorter OS in NSCLC
patients with adenocarcinoma through MET and angiogenesis.
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Academic Editor:

1.This manuscript was reviewed by two scientists who are experts in the field. While
they find merit in the study, one reviewer has pointed out that the validation studies
were conducted in only one cell line. It is strongly recommended that the validity of the
findings be established in a panel of NSCLC cell lines. While novelty is not a criteria for
publication in PLOS One, the authors are expected to cite all the relevant publications
on the specific topic and place the current study in the proper context. One reviewer
has pointed out multiple publications on the topic that are not cited. The second
reviewer has raised a question regarding the p values; an adequate explanation is
needed for this as well. We look forward to receiving the revised manuscript.

Our reply: In accordance with the academic editor’s and the reviewers’ suggestions,

we have performed all the in vitro experiments in two additional cell lines (A-549 and
HCC-44). The results obtained in the new cell lines are in line with those reported for
the H23 cell line.

We have also referenced all the relevant publications suggested by reviewer #1 and

we have answered all the statistical questions raised by reviewer #2.

Reviewer #1:

1.The authors have analyzed 155 adenocarcinoma patients and screened for miRNAs
that can serve as markers for early stage NSCLC. They have specifically investigated
the miR200 family members and their association with EMT/MET. The major part of the
manuscript has focused on miR200c and not miR141.

The authors have mentioned in the abstract “The prognostic role and function of miR-
200 family in early-stage NSCLC adenocarcinoma and squamous cell carcinoma
(SCC) have not been well established. miR200c has been well studied in the recent
years and there are many articles published on NSCLC. The functional role of
miR200c has been reported in the article “Loss of miR-200c Expression Induces an
Aggressive, Invasive, and Chemoresistant Phenotype in Non-Small Cell Lung Cancer.
Ceppi et al MCR 2010.” The above article investigated the expression of miR-200c in a
panel of NSCLC cell lines (n = 9), and a strong inverse correlation with invasion was
detected. Reintroduction of miR-200c into highly invasive/aggressive NSCLC cells
induced a loss of the mesenchymal phenotype by restoring E-cadherin and reducing
N-cadherin expression, and inhibited in vitro cell invasion as well as in vivo metastasis
formation. They have produced some important conclusions with respect to miR200c
across various cell lines.

Other articles mentioned below have already studied in detail miR200c in NSCLC
patients.

“High expression of serum miR-21 and tumor miR-200c associated with poor prognosis
in patients with lung cancer. Liu et al 2012”. The study suggests that tumor miR-21,
miR-141, miR-200c, and serum miR-21 may be potential biomarkers for diagnosis and
prognosis of NSCLC patients.

The microRNA-200 family targets multiple non-small cell lung cancer prognostic
markers in H1299 cells and BEAS-2B cells. Pacurari IJC 2013.

With already well published results on miR200c the novelty of the work in the author’s
manuscript doesn’t stand. Moreover, the results and conclusions were based on
validation with just one cell line. Also the authors have failed to mention the above
articles in their manuscript.

With these limitations, | suggest the article not suitable for publication in PLoS one.
Our reply: In the present work, as stated by this reviewer, we have analyzed the
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Competing Interest

prognostic role of miR-200 family and their implications in MET/EMT. We have focused
our study on both miR-141 and miR-200c. Firstly, we identified only miR-141 and miR-
200c as prognostic markers in the adenocarcinoma subgroup. Secondly, we observed
by scratching assay that miR-200c had a greater impact on migration than miR-141, as
we have now shown in three cell lines, none of which were included in the paper by
Ceppi et al, where the authors only state the involvement of miR-200c in migration and
invasiveness. Moreover, since miR-141 does not play a crucial role in cell migration,
we decided to study the potential relation of this miRNA with angiogenesis. We showed
that in hypoxia conditions the overexpression of miR-141 is related to VEGFA release
by NSCLC cell lines, and in the patients with high miR-141 we observed higher
microvessel density than in the other patients.

It is true that our results and conclusions were based on only one cell line, and we
have now included two additional cell lines, with results that validate our original
results. We have included this information in the revised version of the manuscript.
Moreover, we have included the two missing references by Ceppi et al and Pacurari et
al. (The article by Liu et al. was already included in the original version.) However, we
would like to point out that Pacurari’'s results were obtained in patients with squamous
cell carcinoma rather than adenocarcinoma.

Reviewer #2:
Solid manuscript correlating miRs 141 and 200c with OS supported by cell line studies.
| suggested a few minor revisions.

1.The authors state that OS for those patients with high levels of miR141 showed a
"trend" of poor survival. The p value given was 0.163. Trend is too strong of a word for
this result.

Our reply: We agree with this reviewer and we have eliminated that sentence from the
manuscript.

2.In building the multivariate COX model univariate p-values of <= 0.1 were used. Is
this standard practice or should the univariate p-values also be significant?

Our reply: To the best of our knowledge, the inclusion of all significant values or values
with potential significance (p<0.1) is a standard practice in survival analysis using Cox
Model in oncology (Veronica Monsalvez, et al. Modern Pathology 2013; John G.
Edwards et al. Clinical Cancer Research 2002; Oleksey P. Kolesnik et al. Advances in
Lung Cancer 2014). However, in response to the reviewer's comment, we have
performed the multivariate analysis including only the significant factors (Entire cohort:
Stage, Age, miRNA score; ADK cohort: Age>65 and microRNA Score). The results are
shown here:

ENTIRE COHORT

OSOR (95% CI)P

Stage >12.17 (1.051-4.489)0.036

Age >652.817(1.488-5.336)0.001

High-risk miR-141/miR-200c score 2.751 (1.074-7.047)0.035
ADENOCARCINOMA

OSOR (95% CI)P

Age>653.693 (1.420-9.601)0.007

High-risk miR-141/miR-200c score10.649 (2.433-46.608)0.002

3.Background section of the abstract is poorly formed and should be re-written.

Our reply: We have improved the background section of the abstract.
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07 May 2014

Dr Srikumar P Chellappan
PLOS ONE

RE: PONE-D-14-09142: “miR-141 and miR-200c as markers of overall survival in early stage
non-small cell lung cancer adenocarcinoma”

Dear Dr Chellappan:

Thank you for your letter of 2 April 2014, informing us of the reviewers’ comments on our
referenced manuscript. We have modified the manuscript based on these comments as
follows:

Academic Editor:

1. This manuscript was reviewed by two scientists who are experts in the field. While they
find merit in the study, one reviewer has pointed out that the validation studies were
conducted in only one cell line. It is strongly recommended that the validity of the
findings be established in a panel of NSCLC cell lines. While novelty is not a criteria for
publication in PLOS One, the authors are expected to cite all the relevant publications
on the specific topic and place the current study in the proper context. One reviewer
has pointed out multiple publications on the topic that are not cited. The second
reviewer has raised a question regarding the p values; an adequate explanation is
needed for this as well. We look forward to receiving the revised manuscript.

Our reply: In accordance with the academic editor’s and the reviewers’ suggestions, we have
performed all the in vitro experiments in two additional cell lines (A-549 and HCC-44). The
results obtained in the new cell lines are in line with those reported for the H23 cell line.

We have also referenced all the relevant publications suggested by reviewer #1 and we have
answered all the statistical questions raised by reviewer #2.

Reviewer #1:

1. The authors have analyzed 155 adenocarcinoma patients and screened for miRNAs
that can serve as markers for early stage NSCLC. They have specifically investigated the
miR200 family members and their association with EMT/MET. The major part of the
manuscript has focused on miR200c and not miR141.
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The authors have mentioned in the abstract “The prognostic role and function of miR-
200 family in early-stage NSCLC adenocarcinoma and squamous cell carcinoma (SCC)
have not been well established. miR200c has been well studied in the recent years and
there are many articles published on NSCLC. The functional role of miR200c has been
reported in the article “Loss of miR-200c Expression Induces an Aggressive, Invasive,
and Chemoresistant Phenotype in Non—Small Cell Lung Cancer. Ceppi et al MCR 2010.”
The above article investigated the expression of miR-200c in a panel of NSCLC cell lines
(n =9), and a strong inverse correlation with invasion was detected. Reintroduction of
miR-200c into highly invasive/aggressive NSCLC cells induced a loss of the
mesenchymal phenotype by restoring E-cadherin and reducing N-cadherin expression,
and inhibited in vitro cell invasion as well as in vivo metastasis formation. They have
produced some important conclusions with respect to miR200c across various cell lines.
Other articles mentioned below have already studied in detail miR200c in NSCLC
patients.

“High expression of serum miR-21 and tumor miR-200c associated with poor prognosis
in patients with lung cancer. Liu et al 2012”. The study suggests that tumor miR-21,
miR-141, miR-200c, and serum miR-21 may be potential biomarkers for diagnosis and
prognosis of NSCLC patients.

The microRNA-200 family targets multiple non-small cell lung cancer prognostic
markers in H1299 cells and BEAS-2B cells. Pacurari IJC 2013.

With already well published results on miR200c the novelty of the work in the author’s
manuscript doesn’t stand. Moreover, the results and conclusions were based on
validation with just one cell line. Also the authors have failed to mention the above
articles in their manuscript.

With these limitations, | suggest the article not suitable for publication in PLoS one.

Our reply: In the present work, as stated by this reviewer, we have analyzed the prognostic
role of miR-200 family and their implications in MET/EMT. We have focused our study on both
miR-141 and miR-200c. Firstly, we identified only miR-141 and miR-200c as prognostic markers
in the adenocarcinoma subgroup. Secondly, we observed by scratching assay that miR-200c
had a greater impact on migration than miR-141, as we have now shown in three cell lines,
none of which were included in the paper by Ceppi et al, where the authors only state the
involvement of miR-200c in migration and invasiveness. Moreover, since miR-141 does not
play a crucial role in cell migration, we decided to study the potential relation of this miRNA
with angiogenesis. We showed that in hypoxia conditions the overexpression of miR-141 is
related to VEGFA release by NSCLC cell lines, and in the patients with high miR-141 we
observed higher microvessel density than in the other patients.

Itis true that our results and conclusions were based on only one cell line, and we have now
included two additional cell lines, with results that validate our original results. We have
included this information in the revised version of the manuscript. Moreover, we have
included the two missing references by Ceppi et al and Pacurari et al. (The article by Liu et al.
was already included in the original version.) However, we would like to point out that
Pacurari’s results were obtained in patients with squamous cell carcinoma rather than
adenocarcinoma.
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Reviewer #2:

Solid manuscript correlating miRs 141 and 200c with OS supported by cell line studies. |
suggested a few minor revisions.

1. The authors state that OS for those patients with high levels of miR141 showed a
"trend" of poor survival. The p value given was 0.163. Trend is too strong of a word for
this result.

Our reply: We agree with this reviewer and we have eliminated that sentence from the

manuscript.

2. In building the multivariate COX model univariate p-values of <= 0.1 were used. Is this
standard practice or should the univariate p-values also be significant?

Our reply: To the best of our knowledge, the inclusion of all significant values or values with
potential significance (p<0.1) is a standard practice in survival analysis using Cox Model in
oncology (Veronica Monsalvez, et al. Modern Pathology 2013; John G. Edwards et al. Clinical
Cancer Research 2002; Oleksey P. Kolesnik et al. Advances in Lung Cancer 2014). However, in
response to the reviewer’s comment, we have performed the multivariate analysis including
only the significant factors (Entire cohort: Stage, Age, miRNA score; ADK cohort: Age>65 and
microRNA Score). The results are shown here:

ENTIRE COHORT

(O OR (95% CI) P
Stage >I 2.17 (1.051-4.489) 0.036
Age >65 2.817(1.488-5.336) 0.001
High-risk miR-141/miR-200c score 2.751 (1.074-7.047) 0.035

. _____________________________|
ADENOCARCINOMA

0S OR (95% Cl) P

Age>65 3.693 (1.420-9.601) 0.007

High-risk miR-141/miR-200c score 10.649 (2.433-46.608) 0.002
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3. Background section of the abstract is poorly formed and should be re-written.

Our reply: We have improved the background section of the abstract.

We have submitted a clean copy of the revised manuscript, as well as a copy with the edits
tracked. Please let us know if you require any further information at this time.

Sincerely,

Alfons Navarro, PhD

University of Barcelona

School of Medicine

Human Anatomy and Embryology Unit
Casanova 143

08036 Barcelona

Spain

anavarroponz@ub.edu
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Abstract

Background

Several treatments in non-small cell lung cancer (NSCLC) are histology-dependent,
and the need for histology-related markers is increasing. MicroRNAs (miRNASs) are
promising molecular markers in multiple cancers and show differences in expression
depending on histological subtype. The miRNA family miR-200 has been associated
with the regulation of epithelial-mesenchymal (EMT)/mesenchymal-epithelial
transition (MET). EMT involves profound phenotypic changes that include the loss of
cell-cell adhesion, the loss of cell polarity, and the acquisition of migratory and
invasive properties that facilitates metastasis. A dual role for the miR-200 family in
the prognosis of several tumors has been related to tumor cell origin. However, the
prognostic role and function of miR-200 family in early-stage NSCLC
adenocarcinoma and squamous cell carcinoma (SCC) have not been well established.

Methods

miRNA expression was determined using TagMan assays in 155 tumors from
resected NSCLC patients. Functional studies were conducted in three NSCLC cell
lines: H23, A-549 and HCC-44.

Results

High miR-200c expression was associated with shorter overall survival (OS) in the
entire cohort (p=0.024). High miR-200c (p=0.0004) and miR-141 (p=0.009)
expression correlated with shorter OS in adenocarcinoma — but not in SCC. In the
multivariate analysis, a risk score based on miR-141 and miR-200c expression
emerged as an independent prognostic factor for OS in the entire cohort (OR, 2.787;
p=0.033) and in adenocarcinoma patients (OR, 10.649; p=0.002).

Functional analyses showed that miR-200c, was related to mesenchymal-epithelial
transition (MET) and affected cell migration and E-cadherin levels, while
overexpression of miR-141 reduced KLF6 protein levels and produced an increase of
secretion of VEGFA in vitro (H23, p=0.04; A-549, p=0.03; HCC-44, p=0.02) and was
associated with higher blood microvessel density in patient tumor samples (p<0.001).

Conclusion

High miR-141 and miR-200c expression are associated with shorter OS in NSCLC

patients with adenocarcinoma through MET and angiogenesis.



Introduction

Lung cancer is the most common cause of cancer death, with more than 226,000 new
cases in the United States in 2012 [1]. Eighty percent of lung cancers are non-small-
cell lung cancer (NSCLC) [2], which has a 5-year survival of only 10% overall and
60-70% in stage | patients, highlighting the need for novel diagnostic and therapeutic
strategies. Surgical resection, when possible, remains the only curative treatment for
early-stage NSCLC. However, nearly 50% of resected patients experience recurrence
and have a dismal prognosis [2]. Several novel treatments in NSCLC are histology-
dependent, and squamous cell carcinoma (SCC) responds somewhat differently than
adenocarcinoma to certain treatment regimens[3,4] [5]. However, few histology-
dependent prognostic biomarkers are available for routine use in clinical practice,

especially in resectable patients.

In recent years, microRNAs (miRNAs) have emerged as promising molecular
markers in multiple cancers, including NSCLC [6]. Specific miRNAs have been
described as histology-specific prognostic markers for SCC (miR-146b and miR-155)

[7] or adenocarcinoma (miR-21) [8].

The miR-200 family is composed of five members located in two different clusters:
miR-200a, miR-200b and miR-429 comprise cluster 1(chromosome 1), and miR-200c
and miR-141 comprise cluster 2 (chromosome 12). All five miRNAs have been
associated with the regulation of epithelial-mesenchymal (EMT)/mesenchymal-
epithelial transition (MET) [9]. EMT involves profound phenotypic changes that
include the loss of cell-cell adhesion, the loss of cell polarity, and the acquisition of

migratory and invasive properties [10]. This process is fundamental for embryonic



development and is also involved in tumor invasion and metastasis [11]. The miR-200
family act through their targets ZEB1 and ZEB2 [9] and TGF-B2 [12]. The miRNAs
are thus able to enforce the epithelial phenotype through post-transcriptional
repression of these genes, allowing the expression of E-cadherin and of polarity
factors necessary for the formation of cell-cell junctions. The miR-200 family seems
to have a dual role in patient prognosis. Overexpression of the miR-200 family acts as
a marker of better outcome in gastric and ovarian cancers [13,14,15]. In breast cancer
[16] and NSCLC [17] in contrast, high expression of the miR-200 family is associated
with shorter survival. In breast cancer, the miR-200 family promotes metastasis
through an non-E-cadherin-related mechanism, targeting SEC23A, which mediates
secretion of metastasis-suppressive proteins[16]. However, the role of high miR-200

levels in NSCLC has not yet been elucidated.

In the present work, we have analyzed the role of members of the miR-200 family in
tumors from resected NSCLC patients and correlated our findings with overall
survival (OS) after surgery, both in the entire cohort and according to histological
subtypes. In addition, we have studied the functional implications of the prognostic

markers in NSCLC cell lines.



Results

Patients

Table 1 shows the main clinical characteristics for all 155 patients. Median age was
65 years (range, 35-85) and 87% were males. Twenty-one (13.6%) patients had
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status (PS) 0, and 132
(85.2%) had PS 1. Ninety-four (60.6%) patients had stage | disease. Seventy-three
(47.1%) patients had adenocarcinoma and 70 (45.1%) SCC. One hundred and thirty-
eight (89%) patients were current or former smokers. Twenty (12.9%) patients
received adjuvant chemotherapy (16 for stage Il or Il disease and four for stage |
disease with T>4 cm). Median follow-up was 43 months (range, 2-160). After a

follow-up of 160 months, 70 (45.2%) patients had relapsed.

miR-200 family expression and clinical characteristics

Paired tumor and normal tissue samples were obtained from 155 NSCLC patients.
The five members of miR-200 are found in two clusters: miR-200a/b, and miR-429
(cluster 1) and miR-200c and miR-141 (cluster 2). All members of the miR-200
family, except miR-141, were downregulated in tumor compared to normal tissue
(MiR-200a, p=0.043; MiR-200b, p<0.001; miR-429, p=0.003; miR-200c, p<0.001)

(Supplemental Figure 1).

Patients with PS 1-2 showed higher levels of miR-429 (p=0.039) than those with PS
0. Current smokers had lower levels of miR-200a (p=0.027) and miR-429 (p=0.032)

than never-smokers or former smokers.



miR-141 and miR-200c as markers of OS

Using the cutoffs defined by the Maxstat package of R, we classified patients as
having high or low expression levels of the five miRNAs. Among the 155 patients in
the entire cohort, those with high levels of miR-200c showed a shorter OS (p=0.024;
Figure 1A). Among the 94 patients with stage | disease, high levels of miR-200c
(p=0.019; Figure 1B) and miR-141 (p=0.03; Figure 1C) were both associated with
shorter OS. No significant differences in OS were identified according to the

expression levels of the remaining miRNAs.

miR-141 and miR-200c in adenocarcinoma

No differences in OS were observed according to the expression levels of either miR-
141 or miR-200c in patients with SCC (Figure 2A and 2B). However, among patients
with adenocarcinoma, the miRNAs identified two well-differentiated groups. Mean
OS for adenocarcinoma patients with high miR-200c expression was 61.2 months
(95% Cl1=42.9-79.5), while it was 145.5 months (95% C1=134.4-156.6) for those with
low levels (P<0.001; Figure 2C). Mean OS for adenocarcinoma patients with high
miR-141 expression was 71.7 months (95% Cl=44.9-81.6), while it was 136.9 months

(95% C1=110.9-1162.9) for those with low levels (p=0.009; Figure 2D).

We then analyzed the combinatory effect of miR-141 and miR-200c by generating a
risk score based on expression levels of both miRNAs. Patients with high levels of
both miRNAs were classified as high-risk, those with low levels of both miRNAs as
low-risk, and those with other combinations as intermediate-risk. Five year OS was
49.4% for high-risk patients, 66.7% for intermediate-risk patients, and 100% for low-

risk patients (p=0.002; Figure 3).



miR-200c has a greater impact on cell migration than miR-141

Cell migration was measured by in vitro scratch assay after transfection with pre-
miR-200c, pre-miR-141 or pre-miRNA negative control. High levels of miR-200c
reduced cell migration in comparison with control in the H23 cell line (p=0.005), A-
549 (p=0.0085) and HCC-44 (p=0.013) (Figure 4A). No significant differences were
observed for miR-141, except in A-549 (p=0.043). After transfection, E-cadherin
levels were analyzed by immunohistochemistry (Figure 4B) and increased levels were
observed in cells transfected with pre-miR-200c. miR-141 negatively regulates
KLF6, leading to increased VEGFA levels in vitro, and is related to higher

microvessel density in patient samples

Since miR-141 overexpression had previously been related to higher blood vessel
formation in ovarian tumors of mouse models [18], we examined the potential impact
of this mechanism on the prognostic role of miR-141 in NSCLC. Using TargetScan
6.2, we identified KLF6 as a putative target of miR-141 but not of miR-200c.
Immunoblotting of KLF6 in H23 cells transfected with pre-miR-141or pre-miR-200c
showed that only miR-141 significantly reduced the KLF6 protein levels at 24h
(Figure 5A). Since KLF6 regulates the expression and secretion of VEGFA, a critical
angiogenic factor [19], we examined the effect of increasing miR-141 expression
levels on VEGFA levels. We overexpressed both miR-141 and miR-200c in the H23,
A-549 and HCC-44 NSCLC cell lines and treated the cells with DFX to produce
hypoxia. After 48 hours, we analyzed the protein levels of VEGFA in the supernatant
of these cells. The overexpression of miR-141 produced a mean increase of 28% in

release of VEGFA (H23, p=0.04; A-549, p=0.03, HCC-44, p=0.02), while no



significant differences were observed for miR-200c, except in the HCC-44 cell line

(p=0.04) (Figure 5B).

We then sought to determine if there exists a relation between miR-141 expression
levels and the number of blood vessels in patient samples. After determining the
number of blood wvessels in tumor samples from 29 patients by
immunohistochemistry, using an antibody against CD34+, which is a marker of the
blood vessel endothelium (Figure 5C), we classified the tumor samples in two groups:
high or low levels of miR-141. The mean number of blood vessels in tumors with
high levels was 22% higher than the mean in tumors with low levels (P<0.001; Figure

5D).

Multivariate analyses

In the multivariate analysis in the entire cohort, we included all the clinical and
biological factors with univariate P<0.1 and the risk score based on miR-141 and
miR-200c expression. The miR-141/miR-200c risk score (high-risk vs others)
emerged as an independent prognostic marker of shorter OS (OR, 2.787; 95%

Cl=1.087-7.148; p=0.033), together with stage > | and age > 65 (Table 2).

In the multivariate analysis including only adenocarcinoma patients, the miR-
141/miR-200c risk score was also an independent prognostic factor for OS (OR,

10.649; 95% C1=2.433-46.608; p=0.002) together with age > 65 (Table 2).



Discussion

In the present work, we have found that high miR-141 and miR-200c expression are
associated with shorter survival in resected NSCLC adenocarcinoma patients,
including those with early-stage disease. Moreover, the combinatory effect of the two
miRNAs was an independent prognostic factor for OS. Different mechanisms are
involved in the effect of these miRNAs; while miR-141 seems to act through
angiogenesis by inhibiting KLF6 and increasing VEGFA levels, miR-200c plays a role

in the regulation of MET.

Recently, a phenotypic plasticity has been postulated for transient EMT-MET
processes [20]. Induction of MET by overexpression of miR-200 family members is
important at a later point in the metastasis process. While EMT allows the cell to
migrate from the primary tumor, MET enables it to colonize and produce metastases
in distant organs [10,11]. Thus, both downregulation and overexpression of miR-200
family members have been related to worse prognosis. In order to investigate if the
regulation of MET by miR-141 and miR-200c was histology-dependent, we examined
their prognostic value in the two major histological subtypes and found both miR-141
and miR-200c were related to OS only in adenocarcinoma patients. It has been
observed that NSCLC adenocarcinoma is a more mesenchymal-like tumor type, since
it has been observed that vimentin, a marker of mesenchymal cells, was
overexpressed in well differentiated adenocarcinomas and in the H23, A-549 and
HCC-44 cell lines, but not detected in SCC tissues [21,22]. In line with our results,
miR-200c overexpression as a marker of poor prognosis was previously reported in a
cohort of 70 NSCLC patients comprised of both adenocarcinoma and SCC histologies

[17], but its prognostic value was not examined in the subgroup of patients with



adenocarcinoma. In other tumor models, such as breast cancer, overexpression of
miR-200 family members led to increased metastasis [23] and is associated with poor
prognosis [16]. In addition, high serum levels of miR-141 have been associated with
poor prognosis in colon cancer [24] and high levels of miR-200c with poor prognosis
in gastric cancer [25]. In contrast, a work using data from an online TCGA database
reported that low levels of miR-200b*, miR-200a and miR-429 were related to shorter
OS in a heterogeneous cohort of NSCLC patients that included those with metastatic

disease [26].

Since miRNAs modulate the levels of multiple target proteins depending on their
sequence, their effect is dependent on the proteins expressed in each cellular type
[27]. Both miR-141 and miR-200c are located in the same chromosomal region
(12p13.31) and share the same transcription starting site [28], but if we group the
miRNAs of the miR-200 family according to the similarity of their seed sequence, we
can identify two different clusters — miR-200bc/429 and miR-200a/141 — which are
differentiated by a single nucleotide change [29]. Although miR-141 and miR-200c
are transcriptionally regulated in the same way, they differ in their targets. When we
analyzed the role of miR-141 and miR-200c in EMT/MET in the H23, A-549 and
HCC-44 cell lines, only miR-200c influenced EMT in all three cell lines.
Overexpression of miR-200c increased the protein levels of E-cadherin and reduced
the migration capacity of the tumor cells, as was previously shown by Ceppi et al in a
different panel of NSCLC cell lines. Ceppi et al investigated the expression of miR-
200c in vitro and in vivo and a strong inverse correlation with invasion was detected.
Reintroduction of miR-200c into highly invasive/aggressive NSCLC cells induced a
loss of the mesenchymal phenotype by restoring E-cadherin and reducing N-cadherin

expression, and inhibited in vitro cell invasion as well as in vivo metastasis formation



[30]. Moreover, Pacurari et al. found that miR-200c downregulation in SCC lung
tumor samples was correlated with increased levels of DCL1, ATRX and HFE -

biomarkers related to EMT [31].

Although miR-141 is a mir-200 family member, it was not involved in EMT/MET.
The in vitro overexpression of miR-141 was related to reduction of KLF6 protein
levels, producing an increase in the secretion of VEGFA. Moreover, tumors with high
levels of miR-141 had a higher number of blood vessels. It has been shown that
cancer-associated fibroblasts (CAFs) isolated from murine lung adenocarcinomas
secreted abundant VEGFA and enhanced tumor cell invasion in coculture studies
[32]. When we analyzed the expression of miR-141 in tumor and paired normal
tissue, we did not observe significant differences in expression levels, leading us to
speculate that the prognostic role of miR-141 may be related to its expression in CAF
cells rather than in tumor cells. The overexpression of miR-141 would lead to
overproduction of VEGFA and increased neoangiogenesis, which have previously

been related to prognosis in NSCLC [33].



Materials and Methods

Study population and ethics statement

One hundred and fifty-five adult patients diagnosed with NSCLC who underwent
complete surgical resection at Hospital Clinic in Barcelona, Spain between March
1996 and December 2009 were included in the study. Approval for the study was
obtained from the center’s institutional review board, and written informed consent

was obtained from each participant in accordance with the Declaration of Helsinki.

RNA extraction and miRNA analysis

Total RNA and miRNA detection was performed from FFPE tumor tissues as
previously described [34]. MIRNA detection was performed using commercial assays

(TagMan MicroRNA assays, Appplied Biosystems).

Western Blot analysis

Western Blot analysis was performed as previously described [35] using the following
primary antibodies: KLF6 sc-7158 (Santa Cruz Biotechonology) and a-tubulin

(Sigma).

Immunohistochemistry

The immunohistochemical assay, were performed as previously described [36] using
a Flex Monoclonal Mouse Anti-Human CD34 Class Il clone QBend 10 Ready-to-Use

(Dako) and Monoclonal Mouse Anti-Human E-Cadherin Clone NCH-38 (Dako).



Blood vessel quantification

Four independent areas were selected under a 40X field, and a 200X field (0.785 mm?
per field) and used to count CD34-positive vessels in each of these areas. Two
independent pathologists examined the slides, and the average of four 200X field

counts of CD34-positive vessels was recorded.
Cell lines, miRNA transfection and VEGF quantification

H23 (American Type Culture Collection) and HCC-44 (DSMZ) cells were cultured in
RPMI 1640 (Invitrogen) containing 10% fetal calf serum (Invitrogen). A-
549(DSMZ) cells were cultured in DMEM (Invitrogen) containing 10% fetal calf

serum.

One day before transfection, 7x10” cells were seeded in 6-well plates. The following
day, cells were transfected with 100nM pre-miR-141/200c or pre-miR-Negative
Control#2 using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). At 24h post-transfection, cells
were treated with 400uM desferrioxamine to induce hypoxic conditions. After 24h
incubation, VEGF concentration in supernatants was measured in triplicate using the

VEGF Human Elisa Kit (ab100662, Abcam).
Cell migration analysis

Cell migration was measured by in vitro scratch assay [37]. 5*10° cells were plated in
a 12-well plate one day before transfection with pre-miRNAs. Twenty-four hours
after transfection, the cell monolayer was scraped in a straight line to create a
“scratch” with a p100 pipet tip. The migration distance (um) was assessed at 36h
(HCC-44) or at 48h (H23 and A-549) after transfection using cellSense Entry 1.7

software (Olympus).



Statistical analyses

OS was calculated from the time of surgery to the date of death or last follow-up.
Kaplan-Meier curves for OS, with their 95% confidence intervals (Cls), were drawn
and compared by means of a log-rank test. All factors with a p-value<0.1 in the

univariate analysis were included in the Cox multivariate regression analyses for OS.

Paired t-test was used to compare expression levels of miRNAs between tumor tissue
and paired normal tissue. Non-paired t-test was used to compare differences between
two groups. Optimal cutoffs of miRNA expression data for OS were assessed by
means of maximally selected log-rank statistics using the Maxstat package (R
package). The applicability of these cutoffs was confirmed by the Kaplan-Meier test.
All statistical analyses were performed using PASW Statistics v18 (SPSS) and R

v2.8.1. The level of significance was set at < 0.05.
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Table 1. Main patient characteristics.

Characteristic Value N=155

N (%)

Sex Male 135 (87)

Female 20 (13)

Age <65 74 (47.8)
>65 81 (52.2)

ECOG Performance Status 0 21 (13.6)
1 132 (85.2)

2 2 (1.2

Disease Stage I 94 (60.6)

I 34 (22)

1l 27 (17.4)

Histology Adenocarcinoma 73 (47.1)
Squamous cell carcinoma 70 (45.1)

Others 12 (7.8)

Smoking History Current smoker 61 (39.3)
Former smoker 77 (49.7)

Never smoker 9 (5.8)

Unknown 8 (5.2)
Type of Surgery Lobectomy/Bilobectomy 121 (78.1)
Pneumonectomy 25 (16.1)

Atypical resection 9 (5.8)

Adjuvant Chemotherapy Yes 20 (12.9)
No 135 (87.1)

Recurrence No 85 (54.8)
Yes 70 (45.2)

TP53 mutated Yes 32 (62.6)
No 97 (20.6)

Unknown 26 (16.8)




Table 2. Multivariate analysis for OS in the entire cohort (N=155) and in the

subgroup of patients with adenocarcinoma (N=73).

ENTIRE COHORT

oS OR (95% CI) P
Male sex 2.773 (0.949-8.100) 0.062
Stage >I 2.58 (1.178-5.494) 0.017
Age >65 2.629 (1.374-5.029) 0.003
High-risk miR-141/miR-200c score 2.787 (1.087-7.148) 0.033

- ______________________________
ADENOCARCINOMA

oS OR (95% CI) P
Age>65 3.693 (1.420-9.601) 0.007
High-risk miR-141/miR-200c score 10.649 (2.433-46.608) 0.002




Figure Legends

Figure 1. OS analysis in the entire cohort. OS according to (A) miR-200c
expression levels in the entire cohort (N=155); (B) miR-200c expression levels in

stage | patients (N=94); and (C) miR-141 expression levels in stage | patients (N=94).

Figure 2. OS analysis by histological subtype. Overall survival according to (A)
miR-200c expression levels in patients with SCC (N=70); (B) miR-141 expression
levels in patients with SCC (N=70); (C) miR-200c expression levels in patients with
adenocarcinoma (N=73); and (D) miR-141 expression levels in patients with

adenocarcinoma (N=73).

Figure 3. OS in 73 patients with adenocarcinoma according to the miR-141/miR-

200c risk score.

Figure 4. Overexpression of miR-200c affects cell migration. (A) After 36 or 48h
of transfection with pre-miRNAs in the NSCLC cell lines, cell migration was
measured by in vitro scratch assay. High levels of miR-200c reduced cell migration in
comparison with control in all cell lines (H23, p=0.005; A-549, p=0.0085; HCC-44,
p=0.013), while high levels of miR-141 reduced cell migration only in A-549
(p=0.04). (B) E-cadherin levels were evaluated by immunohistochemistry and
increased levels were observed in cells transfected with pre-miR-200c in comparison
with those transfected with pre-miR-141 or pre-miR-control in all three cell lines.
Figure 5. Overexpression of miR-141 negatively regulates KLF6, leading to
increased VEGFA levels in vitro, and is related to higher microvessel density in
patient samples. (A) Immunoblotting of KLF6 in cells transfected with pre-miR-

Negative Control or pre-miR-141/200c. miR-141 significantly reduced KLF6 protein



level in the three cell lines. (B) After 48h of transfection with pre-miRNAs in
hypoxic conditions, VEGFA concentration in the culture supernatant was measured
by ELISA. All results represent the mean + SEM from 3 independent experiments.
(C) A total of 29 adenocarcinoma tumor tissue sections were analyzed by
immunohistochemistry with CD34+ as vessel marker; two representative cases with
high/low levels of miR-141 are shown. (D) Significant differences in blood
microvessel density between adenocarcinomas with high levels of miR-141 and those

with low levels of miR-141 were observed (p<0.001).



Supplemental Figure Legends

Supplemental Figure 1. Expression levels of miR-200 family members obtained
from 155 NSCLC tumor and paired normal tissue. (A) Cluster 1: miR-200a, miR-

200b, and miR-429. (B) Cluster 2: miR-141 and miR-200c.
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Role of miR-200 Family Members in Survival of Colorectal Cancer
Patients Treated with Fluoropyrimidines
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Background and Objectives: Surgery is the standard treatment for colorectal cancer (CRC), and adjuvant chemotherapy has been shown to be
effective in stage 111 but less so in stage Il. We have analyzed the expression of the miR-200 family in tissue samples from resected CRC patients and
correlated our findings with survival to adjuvant treatment with fluoropyrimidines.

Methods: Tumor tissue samples were obtained from 127 surgically resected patients with stage I-111 CRC. miRNA detection was performed using
TagMan MicroRNA assays.

Results: High levels of miR-200a and miR-200c were associated with longer overall survival, while high levels of miR-429 correlated with longer
overall and disease-free survival (DFS). In the subgroup of 56 patients treated with fluoropyrimidines and in the smaller subgroup of 32 stage Il
patients treated with fluoropyrimidines, those with high levels of miR-200a, miR-200c, miR-141, or miR-429 had significantly longer overall and
DFS. Low miR-429 levels were identified as an independent prognostic marker. High levels of miR-429 combined with 5-fluorouracil inhibited cell
invasion in LOVO cells.

Conclusions: miR-200a, miR-200c, miR-141, and miR-429 expression levels may identify CRC patients, including those with stage Il disease, who
are most likely to benefit from adjuvant chemotherapy.

J. Surg. Oncol. 2014;109:676-683. & 2014 Wiley Periodicals, Inc.

Key Worbs: cell invasion; miR-200a; miR-200c; miR-141; miR-429

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is the third most common type of cancer and
the second cause of cancer death worldwide [1]. The main prognostic
factor for relapse and survival in CRC is disease stage, and patients with
stage Il disease have a higher risk of relapse than those with stage II.
Surgery is the standard treatment for stage I-111, and adjuvant
chemotherapy with fluoropyrimidines (5-fluorouracil [5-FU] or
capecitabine), XELOX (capecitabine plus oxaliplatin), or FOLFOX
(5-FU, leucovorin, and oxaliplatin) has been shown to be effective in
stage Il but less so in stage 11 [2-4].

Recent reports have suggested a role for epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT) and mesenchymal-to-epithelial
transition (MET) in the development of CRC [5,6]. EMT causes
the loss of intercellular adhesion in the epithelial cells of the colon,
leading to their transformation into mesenchymal tumor cells [7,8].
MET gives mesenchymal tumor cells the capacity to synthesize
molecules that favor intercellular adhesion, leading to epithelial cell
differentiation [7].

MicroRNAs (miRNAs) are short RNA sequences that influence gene
transcription. The miR-200 family of miRNAs is composed of miR-
200a, miR-200b, and miR-429, located on chromosome 1, and miR-
200c and miR-141, located on chromosome 12. These miRNAs work
together with ZEB1 and ZEB2 proteins to directly influence EMT and
MET [9]. In EMT, the miR-200 family is underexpressed, while ZEB1
and ZEB?2 are overexpressed. ZEB1 and ZEB2 bind to the promoter
region of CDH1, hampering the synthesis of the tumor suppressor gene
E-cadherin [10]. In MET, in contrast, the miR-200 family is
overexpressed, which in turn inhibits ZEB1 and ZEB?2 expression and

& 2014 Wiley Periodicals, Inc.

promotes the synthesis of E-cadherin, which is necessary for
intercellular adhesion [7,11].

Several miRNAs have been related to CRC prognosis and
treatment efficacy [12-15], and multiple studies have investigated
the role of the miR-200 family in both early tumor development and
metastasis in breast [16], prostate [17], endometrial [18],
ovarian [19], and lung [5] cancers. A recent comparison of primary
colorectal tumors and corresponding matched liver metastases found
that miR-200c plays a key role in the regulation of the EMT-MET
process [20].

To date, however, no studies have explored the potential impact of
the miR-200 family on survival in early-stage CRC treated with either
single-agent or combination chemotherapy. In the present study, we
have analyzed the expression of miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-
141, and miR-429 in 127 stage I-111 CRC patients—tumor samples and
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paired normal tissue samples—and correlated our findings with
clinicopathological characteristics and with overall survival (OS) and
disease-free survival (DFS).

MATERIALS AND METHODS
Eligibility and Patient Evaluation

From August 2003 to August 2007, tumor and paired normal tissue
samples were obtained from 127 consecutively selected patients with
stage I-11l CRC who underwent surgical resection at the Municipal
Hospital of Badalona, Spain. Fresh tumor and normal tissue were
preserved in liquid nitrogen. Approval for the study was obtained from
the institutional review board of the hospital, and signed informed
consent was obtained from all patients in accordance with the
Declaration of Helsinki.

All 127 patients underwent a complete history and physical
examination including routine hematological and biochemical
analyses, chest radiographs and computed tomography (CT) of the
thorax and abdomen. Target lesions detected by abdominal ultrasound
were also assessed by CT or magnetic resonance imaging.
Hematological and biochemical analyses were repeated after each
cycle of therapy.

Cell Culture and Transfection

The CRC cell line LOVO was cultured in RPMI 1640 containing
10% fetal calf serum (Life Technologies, Carlsbad, CA). Cells were
transfected with 100 nM of anti-miR-200a, anti-miR-200c, anti-miR-
429, anti-miR negative control, pre-miR-429, or pre-miR negative
control (Life Technologies) using Lipofectamine 2000 (Life
Technologies) as per the manufacturer ' s protocol.

RNA Extraction and mRNA and miRNA Quantification

Total RNA was extracted from fresh tumor and paired normal tissue
using Trizol* total RNA isolation reagent (Life Technologies)
according to the manufacturer 's protocol. mMRNA quantification of E-
cadherin was performed using commercially available TagMan
Expression Assay (Hs_01023895_m1, Life Technologies) with
GAPDH as endogenous control. miRNA detection was performed
using commercial assays (TagMan MicroRNA assays, Life
Technologies) for miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, and
miR-429 in the 7500 Sequence Detection System (Life Technologies).
The appropriate negative controls (nontemplate control) were also run in
each reaction. All reactions were performed in duplicate. Relative
quantification was calculated using the formula 2200, Normalization
was performed with RNUGB.

Wound-Healing Assay

LOVO cells (5 A 105 cells/well) were seeded in 12-well plates and
were grown to confluence. After 72 hr, the cells were transfected with
anti-miR-200a, anti-miR-200c, anti-miR-429, or anti-miR negative
control. The day after transfection, an artificial homogenous wound
was created on the monolayer with a sterile 200 ml tip. After
scratching, the cell medium was removed and changed. Images of
cell invasion into the wound were captured at 0, 24, 48, and 72 hr by
inverted microscope.
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For drug treatment experiments, LOVO cells were treated with
10 mM 5-FU (Sigma, St Louis, MO) or 10 mM NH,OH vehicle control,
both alone and in combination with pre-miR-429 or pre-miR negative

control, respectively, the day before scratching. 5-FU or NH,OH was
added each day during the period of the experiment.

TABLE I. Main Clinical Characteristics of 127 Colorectal Cancer Patients and Their

Correlation With Overall and Disease-Free Survival in the
Univariate Analyses

P-Value

Characteristic N (%), N ¥4 127 os DFS
Sex

Male 69 (54.3) 0418 0.334

Female 58 (45.7)
Median age 674 0.008 0.034
ECOG PS

01 11(8.7)

2 80 (63) 0.116 0.028
CEA levels 36(28.3)

5

>5 78 (61.4)

ND 29 (22.8) 0.064 0.029
C 19.9 levels 20 (15.8)

37

>37 103 (81.1)

ND 16 (12.6) 0.025 0131
Tumor site 8(6.3)

Colon

Rectum 86 (67.7) 0.241 0.185
Pre-existent polyp 41 (32.3)

Absent

Present 97 (76.4) 0.007 0.014
Mucin secretion 30 (23.6)

Absent

Present 113 (89) 0.205 0418
Perilymphatic invasion 14 (11)

Absent

Present 117 (92.1) 0.008 0.027
Perivascular invasion 10(7.9)

Absent

Present 118 (92.9) 0.463 0.649
Perineural invasion 9(7.1)

Absent

Present 119 (93.7) 0.054 0.085
T stage 8(6.3)

T1 2 (16)

T2 20 (15.7) 0425 0.606

1K 100 (78.7)

T4 5 @)
N stage

NO 82 (64.6) 0.216 0.196

N1/N2 45(354)
TNM stage

| 18 (14.2)

1] 64 (50.4) 0.406 0419

m 45 (35.4)
Adjuvant treatment

Fluoropyrimidines 56° (44.1)

XELOX 245 (18.9) 0.790 0.869

None 47 (37)
Relapse

Yes 18 (14.2)

No 109 (85.8)

39 colon, 17 rectum.
517 colon, 7 rectum.
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Statistical Analyses

Differences between two or more groups were calculated using the
Mann-Whitney U-test and the Kruskal-Wallis test. Pearson correlation
was used to identify correlation between miRNA and mRNA expression
levels. miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, and miR-429
expression levels were dichotomized using the maxstat package of R
in order to determine the optimal cutoff that best discriminated between
different groups of patients for OS and DFS [21]. OS was calculated
from the date of surgery to the date of death or last follow-up. DFS was
calculated from the date of surgery to the date of death, relapse or last
follow-up. The univariate analyses of OS and DFS were calculated with
the Kaplan-Meier method and compared using the log-rank test. All
variables with P < 0.100 in the univariate analysis were included in a
multivariate analysis using the proportional hazard Cox regression
model. All statistical analyses were performed with SPSS 14.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL) and R 2.6.0 Software. Statistical significance was set
atP <0.050.

RESULTS
Patient Characteristics

Table | shows the clinicopathologic characteristics of the 127 patients
included in the study. Median age was 67.4 years and 69 patients were

males. Eighty-six patients had colon cancer, and 41 had rectal cancer.
Eighteen patients (14.2%) were stage |, 64 (50.5%) stage I, and 45
(35.5%) stage I11. All patients underwent surgical resection. No patient
received neoadjuvant radiotherapy. A total of 56 patients (44%; 39 with
colon and 17 with rectal cancer) received single-agent adjuvant
chemotherapy with fluoropyrimidines (5-FU or capecitabine).
Twenty-four patients (19%; 17 with colon and 7 with rectal cancer)
received combination adjuvant chemotherapy with XELOX
(capecitabine plus oxaliplatin). The 24 patients with rectal cancer who
received adjuvant chemotherapy also received adjuvant
radiotherapy. The remaining 47 patients (37%) received neither
chemotherapy nor radiotherapy as adjuvant treatment. Median follow-
up was 113 months.

miR-200 Family Expression in Tumor and Normal Tissue

The expression levels of all five miRNAs, those located on
chromosome 1 (miR-200a, miR-200b, and miR-429) and those
located on located on chromosome 12 (miR-200c and miR-141),
were higher in tumor than in normal tissue (miR-200a: P < 0.0001; miR-
200b: P <0.0001; miR-429: P <0.0011; miR-200c: P < 0.0001; miR-
141: P ¥, 0.036; Supplementary Fig. S1). Stage | patients had lower
levels than those with stage I1 or 111 disease (miR-200a: P % 0.008; miR-
200b: P ¥4 0.003; miR-429: P ¥ 0.042; miR-200c: P %2 0.009; miR-141:

miR-200a miR-200c¢ miR-429
A B &
1.0 1.1 1.1
[
< ey "
2 05 e S ng’h 08 ‘«__ A H.‘.gl.\ or X fven High
= e L e
[« . “
& e Low ‘S 2
= I oo o\ L o o o Low
[« 4
[2
§ 0 o 0
@)
oo P=0.027 o p=0.042 o p=0.001
0, ;.0 .‘0‘3{7 lO'UJ '}Q’O) 847'03 '(0' 00 1 23'0(\ 0 'L)J Z\"CO lJ'C'J FIJ,DO &Z'DO 103‘ ] 1 30[ 00 0. :)0 :‘J'(t? 10’00 -'0'110 %‘CO 1 00' 00 \I‘; 00
Time (Months) Time (Months) Time (Months)
D E F
'ﬁ 10 1.4 1.0
= e,
& 08 N *to.es High 05 N hl i H!gh om l .. High
o e ) o
E > I > >
xn g 0s é 054 Low é 06
S % | Low = eee z
. B A = Low
= =23
7
= ol p=0.087 o p=0.073 o] P<0.0001

T T T
40,00 €000 8000

Time (Months)

000 2000 0,00 2000

T
000

Time (Months)

T T T T T
4000 60,00 80,00 10000 12000

Time (Months)

T T T T
€000 20,00 10000 12000 000 2000

Fig. 1. Kaplan-Meier curves showing (A-C) overall survival and (D-F) disease-free survival according to the expression levels of miR-200a, miR-
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Journal of Surgical Oncology



P %20.076; Supplementary Fig. S2). The expression of all five miRNAs
correlated positively with the mRNA expression of E-cadherin (P <
0.001).

miR-200 Family Expression, OS, and DFS

Mean OS for all 127 patients was 93 months (95%Cl: 88-98) and
mean DFS was 89 months (95%CI: 84-95). In the univariate analyses
including clinicopathologic characteristics but not miRNA levels
(Table 1), advanced age (P ¥4 0.008), C19.9 levels >37 (P ¥4 0.025),
pre-existent polyps (P ¥2 0.007), and perilymphatic invasion (P % 0.008)
were associated with shorter OS. In addition, older age (P ¥4 0.034),
ECOG performance status 2 (P ¥4 0.028), CEA levels >5 (P ¥4 0.029),
pre-existent polyps (P %2 0.014), and perilymphatic invasion (P %2 0.027)
were associated with shorter DFS.

Patients were classified as having high or low levels of miR-200a,
miR-200b, miR-200c, miR-141, and miR-429 using the cutoff identified
by the maxstat package of R. Mean OS was 95.4 months for those with
high miR-200a levels versus 79.7 months for those with low levels
(P %20.027), 97.8 months for those with high miR-200c levels versus
87 months for those with low levels (P ¥4 0.042), and 96.4 months for
those with high miR-429 levels versus 71.2 months for those with low
levels (P ¥20.001; Supplementary Table SI; Fig. LA-C). Mean DFS was
93 months for those with high miR-429 levels versus 63.6 months for
those with low levels (P < 0.0001), 91.8 months for those with high miR-
200a levels versus 80.7 months for those with low levels (P %2 0.087), and
93.9 months for those with high miR-200c levels versus 83.1 months for
those with low levels (P ¥2 0.073; Supplementary Table SI; Fig. 1D-F).
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When patients were classified according to the type of adjuvant
treatment received, among the 56 patients treated with
fluoropyrimidines, the beneficial effect of high levels of miR-200a,
miR-200c, or miR-429 continued to hold true. Additionally, in this
subgroup of patients, high levels of miR-141 were also associated with
longer OS and DFS. Mean OS was 97.8 months for those with high miR-
200a levels versus 58.6 months for those with low levels (P ¥ 0.001),
100.7 months for those with high miR-200c levels versus 80.6 months
for those with low levels (P %2 0.011), 95.1 months for those with high
miR-141 levels versus 82.6 months for those with low levels (P ¥4
0.023), and 98.4 months for those with high miR-429 levels versus
43.9 months for those with low levels (P < 0.0001; Supplementary
Table SI; Fig. 2A-D). Mean DFS was 93.6 months for those with high
miR-200a levels versus 65.4 months for those with low levels (P ¥
0.022), 96.1 months for those with high miR-200c levels versus 74.7
months for those with low levels (P ¥ 0.019), 90.6 months for those
with high miR-141 levels versus 77.1 months for those with low
levels (P %2 0.040), and 92.9 months for those with high miR-429
levels versus 43.9 months for those with low levels (P < 0.0001;
Supplementary Table SI; Fig. 2E-H). No correlation between survival
and miRNA expression levels was observed in the subgroup of patients
treated with XELOX or in those receiving no adjuvant treatment.

Finally, high levels of miR-200a, miR-200c, miR-141, or miR-429
were also associated with longer OS and DFS in the subgroup of 32
patients with stage 1l disease treated with fluoropyrimidines. In this
subgroup, mean OS was 100.9 months for those with high miR-200a
levels versus 54.4 months for those with low levels (P ¥4 0.003), and
103.5 months for those with high miR-429 levels versus 49.1 months for
those with low levels (P < 0.0001). Mean OS for miR-200c (P ¥4 0.001)
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and miR-141 (P ¥ 0.001) could not be calculated because all cases were
censored (Supplementary Table Sl; Fig. 3A-D). Mean DFS was 102.3
months for those with high miR-200a levels versus 59.4 months for
those with low levels (P < 0.0001), and 100.7 months for those with
high miR-429 levels versus 49.1 months for those with low levels (P
< 0.0001). Mean DFS for miR-200c (P ¥ 0.001) and miR-141 (P <
0.0001) could not be calculated because all cases were censored
(Supplementary Table SI; Fig. 3E-H).

Multivariate Analyses for OS and DFS

All variables with P 0.1 in the univariate analyses were included in
the Cox multivariate analyses for DFS and OS. In the total cohort, CEA
levels >5 (OR: 2.286; 95%Cl: 1.264-9.805; P ¥ 0.016), perilymphatic
invasion (OR: 3.521; 95%CI: 1.738-18.011; P ¥ 0.004), perineural
invasion (OR: 5.595; 95%Cl: 1.165-22.487; P ¥, 0.031), pre-existent
polyps (OR: 5.117; 95%Cl: 1.402-8.938; P ¥4 0.007), and low levels of
miR-429 (OR: 3.540; 95%Cl: 12.355-19.040; P < 0.0001) were
independent prognostic factors for shorter OS (Table I1). Moreover,
CEA levels >5 (OR: 3.050; 95%Cl: 1.257-7.400; P %2 0.014),
perilymphatic invasion (OR: 4.758; 95%Cl: 1.530-14.799; P ¥4
0.007), perineural invasion (OR: 4.313; 95%Cl: 1.057-17.597; P ¥
0.042), pre-existent polyps (OR: 2.744; 95%Cl: 1.178-6.390; P ¥4
0.019), and low levels of miR-429 (OR: 5.884; 95%Cl: 2.283-
15.166; P < 0.0001) were also independent prognostic factors for
shorter DFS (Table II).

In the Cox multivariate analyses in the subgroup of 56 patients treated
with fluoropyrimidines, pre-existent polyps (OR: 4.891; 95%Cl: 1.340-
17.851; P ¥, 0.016) and low levels of miR-429 (OR: 17.675; 95%ClI:
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3.849-81.161; P < 0.0001) were independent prognostic factors for
shorter OS (Table I). Age > 67 years (OR: 3.326; 95%Cl: 1.007-
10.993; P ¥40.049), CEA levels >5 (OR: 3.393; 95%Cl: 1.096-10.507; P
%,0.034), and ECOG performance status 2 (OR: 5.792; 95%ClI:
1.948-17.218; P %2 0.002) were independent prognostic factors for
shorter DFS (Table II).

In the multivariate analyses in the subgroup of 32 stage Il patients
treated with fluoropyrimidines, low miR-429 expression (OR: 0.005;
95%ClI: 2.708-300.254; P ¥4 0.005) was an independent prognostic
factor for shorter OS (Table I1). No variable emerged as a prognostic
factor for DFS.

Downregulation of miR-429 Promotes Cell Invasion

Given that miR-200 family members had high levels in LOVO cells
(data not shown), these cells were transfected with anti-miRs. After 48 hr
of transfection, the cells transfected with anti-miR-429 showed higher
cell invasion into the wound than those transfected with anti-miR
negative control (P ¥ 0.01 at 72 hr of transfection; Fig. 4A,B,
Supplementary Fig. S3). However, no differences in cell invasion
were observed between cells transfected with anti-miR-200a or anti-
miR-200c and those transfected with anti-miR negative control
(Fig. 4A).

Overexpression of miR-429 Combined With 5-FU Treatment
Inhibits Cell Invasion

The expression levels of miR-429 increased considerably 24 hr after
pre-miR-429 transfection (Supplementary Fig. S4). When cells were
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TABLE II. Significant Prognostic Markers of Overall and Disease-Free Survival in All 127 Colorectal Cancer Patients, in the Subgroup of 56 Patients Treated
With Fluoropyrimidines and in the Smaller Subgroup of 32 Patients With Stage Il Disease Treated With Fluoropyrimidines, According to the Multivariate

Analysis Including All Factors With Univariate P 0.100

Variables? P-Value OR 95%Cl
All patients (N % 127)
os
CEA levels > 5 0.016 2.286 1.264-9.805
Perilymphatic invasion 0.004 3521 1.738-18.011
Perineural invasion 0.031 5.595 1.165-22.487
Pre-existent polyps 0.007 5117 1.402-8.938
Low miR-429 levels <0.0001 3540 2.355-19.040
DFS
CEA levels > 5 0.014 3.050 1.257-7.400
Perilymphatic invasion 0.007 4.758 1.530-14.799
Perineural invasion 0.042 4313 1.057-17.597
Pre-existent polyps 0.019 2744 1.178-6.390
Low miR-429 levels <0.0001 5.884 2.283-15.166
Patients treated with fluoropyrimidines (N ¥ 56)
os
Pre-existent polyps 0.016 4.891 1.340-17.851
Low miR-429 levels <0.0001 4.891 3.849-81.161
DFS
Age > 67 0.049 3.326 1.007-10.993
CEA levels > 5 0.034 3393 1.096-10.507
ECOGPS %42 0.002 5.792 1.948-17.218
Stage Il patients treated with fluoropyrimidines (N % 32)
os
Low miR-429 levels 0.005 28513 2.708-300.254

%Only variables with P > 0.05 are shown.

transfected  with pre-miR-429 or pre-miR negative control, those
transfected with pre-miR-429 showed less invasion into the wound,
though the  differences were not significant when compared with cells
transfected  with pre-miR negative control (P % 0.06 at 72 hr of
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Fig. 4. Effect of anti-miR transfection on cell invasion. A: Invasion of
cells transfected with anti-miR negative control, anti-miR-200a, anti-

miR-200c, and anti-miR-429 at 24, 48, and 72 hr. B: Images at the time
of scratching (0 hr) and at 24 hr after scratching in cells transfected with

anti-miR-429 and anti-miR negative control.
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transfection; Fig. 5A, Supplementary Fig. S5). Moreover, the cells
transfected with pre-miR-429 combined with 5-FU treatment showed
less invasion into the wound than those transfected with pre-miR

negative control combined with NH,OH treatment (P %2 0.001 at 72 hr of
transfection; Fig. 5B).

DISCUSSION

One of the primary molecular characteristics of normal colon

epithelial cells is the overexpression of miR-200 family members, which
inhibits the expression of ZEB1/ZEB2 and thus promotes the synthesis
of E-cadherin, thereby increasing intercellular adhesion and cell
differentiation [8]. During tumor development, normal epithelial cells
acquire mesenchymal characteristics through EMT, leading to lower
expression of the miR-200 family, upregulation of ZEB1/ZEB2 and
inhibition of E-cadherin synthesis. The resulting loss of intercellular
adhesion facilitates tumor spread and metastasis. Recent studies
have found that in metastasis, MET leads to overexpression of
miR-200, which results in E-cadherin synthesis and tumor re-
epithelialization [7,22,23]. In the present study, we have found that
members of the miR-200 family are overexpressed in tumor tissue
compared to normal tissue, both in colon and in rectal cancer patients.
Similar results have been reported in bladder cancer [23] and in
endometrial endometrioid carcinoma [18]. In addition, stage | patients
had lower levels of miR-200 than those with stage Il or 111 disease,
indicating that while cells in stage I tumors still have predominantly
EMT features, in stage I1-111, tumor re-epithelialization increases and
EMT characteristics decrease. This finding is in line with a recent report
suggesting that MET, regulated by the miR-200 family, plays a key role
during the transition of the primary tumor to metastasis in CRC [20].
In the present study, all patients with high levels of miR-200a, miR-
200c, or miR-429, regardless of stage, had better prognosis than those
with low levels, who likely harbored a more aggressive population of
tumor cells with EMT characteristics. The exact mechanism of action of
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Fig. 5. Effect of pre-miR-429 transfection combined with 5-FU
treatment on cell invasion. A: Images at the time of scratching (0 hr) and

at 24 hr after scratching in cells transfected with pre-miR-429 or pre-miR
negative control. B: Images at the time of scratching (0 hr) and at 24 hr

after scratching in cells transfected with pre-miR-429 combined with
5-FU treatment or pre-miR negative control combined with NH,OH.

these miRNAs is not clear, but previous studies in cell lines have shown
that not only do they regulate E-cadherin synthesis but they are also
involved in the regulation of several genes, including WNT/b-catenin,
which is targeted by miR-200a [24], and ZEB1, a target of miR-
200c [11]. In addition, studies in cell lines and in gastric tumors have
found that miR-429 controls tumor growth through the regulation of c-
Myc [25]. Taken together, these findings indicate that miR-200 family
members regulate cell growth and differentiation by targeting several
genes and may act as tumor suppressors.

Fluoropyrimidines, administered either orally (capecitabine) or
intravenously (5-FU plus leucovorin) are one of the standard adjuvant
treatments for stage II-111 CRC, with similar results being obtained with
both methods [3]. We have found that the correlation observed between
miRNAs and OS continues to hold true for the subgroup of patients
treated with fluoropyrimidines: patients with low levels of miR-200a,
miR-200c, miR-141, or miR-429 have a worse prognosis than those with
high levels.

Eighty percent of node-negative stage Il patients will benefit from
surgical resection alone [2], indicating that only a small portion of these
patients will derive additional benefit from chemotherapy. In our study,
stage Il patients with high levels of miR-200a, miR-200c, or miR-429
treated with fluoropyrimidines had better prognosis than those with low
levels. These findings lead us to speculate that stage Il patients with low
levels of miR-200a, miR-200c, miR-141, or miR-429 may constitute a
subset of patients who might be candidates for alternative adjuvant
therapy.

Several studies have shown that miRNAs play a role in the regulation
of apoptosis and chemoresistance. Recently, for example, in a study of
CRC patients including those with stage 1V disease, high serum levels of
miR-200c were significantly correlated with lymph node metastasis,
distant metastasis, and poor prognosis, while low tumor levels were
associated with poorer prognosis, in line with our findings in tumor
samples [26]. In addition, miR-21 is overexpressed in chemoresistant
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breast cancer and glioblastoma cell lines, but dowregulation of miR-21
by transfection with anti-miR-21 oligonucleotides increased
chemosensitivity and led to apoptosis [27]. Along the same lines,
miR-15b, miR-16, miR-181b, and miR-497 are underexpressed in
gastric cell lines resistant to vincristine, but when these miRNAs are
overexpressed, binding to the anti-apoptotic gene Bcl-2 occurs and
sensitivity to vincristine increases [28]. Recent experiments in cell lines
have found that high levels of miR-200b, miR-200c, and miR-429
inhibit the expression of Bcl-2 and XIAP, while Bcl-2 and XIAP
expression increases in the presence of low levels of these miRNAs [13].
These findings could help to explain the results of the present study, in
that low levels of miR-200a, miR-200c, and miR-429 could be related to
high levels of Bcl-2 and XIAP, which would inhibit apoptosis in patients
treated with fluoropyrimidines but not affect patients treated with
XELOX. Although our findings indicate a role for miR-200a but not for
miR-200b, this may be due to the fact that previous studies have been
carried out in cell lines, while tumor tissue contains a more
heterogeneous cell population. Additionally, miR-200b expression
levels can affect apoptosis [29]; for instance, miR-200b was
downregulated in a cisplatin-resistant human breast cancer cell line
[30] and overexpression of miR-200b increased apoptosis in

breast cancer cells [31].

Since it is well known that miRNAs target multiple genes, in order to
ascertain whether the miR-200 family could act by targeting genes other
than ZEB, we have also identified with bioinformatics tools other
potential targets that could influence prognosis: KLF4, ERBB2, and
VEGFA. However, when we examined the correlation between the
mRNA expression levels of these genes with miRNA expression, only
ERBB2 had a negative correlation with the expression of the miR-200
family (data not shown).

Interestingly, the only miRNA identified as a prognostic factor in the
multivariate analysis was miR-429 (P ¥4 0.004), suggesting that miR-
429 may play a direct role in the survival of CRC patients treated with
fluoropyrimidines. Functional studies performed in our laboratory have
shown that downregulation of miR-429 increased the invasive properties
of LOVO cells, while upregulation of miR-429 decreased their invasive
capacity. Moreover, upregulation of miR-429 combined with 5-FU
treatment completely inhibited cell invasion. Fluoropyrimidines,
including 5-FU, are one of the standard adjuvant treatments for stage
11-111 CRC [3]. 5-FU is an analog of uracil which once inside the cell
contributes to the disruption of RNA synthesis and thymidine synthase
action, leading to a decrease in cell proliferation [32]. This apoptotic
effect of 5-FU, combined with miR-429-induced modulation of cell
invasive capacity, may well be the basis for a novel therapeutic approach
in CRC.

CONCLUSIONS

To the best of our knowledge, the present study is the first to show an
association between members of the miR-200 family and survival in
CRC patients. miR-200a, miR-200c, and miR-429 expression in surgical
samples may be useful for tailoring treatment, especially in patients with
stage Il disease, for whom the optimal treatment has yet to be
determined. Future studies with larger numbers of patients are warranted
to determine the impact of these miRNAs on the efficacy of
fluoropyrimidine treatment. miR-429 seems to have the most
promising role, and if our results are confirmed in an independent
series and CRC cell lines, miR-429 could well be used for developing
novel treatment strategies based on the combination of 5-FU with
upregulation of miR-429.
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