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I. ANTECEDENTES

I.I INTESTINO GRUESO. ANATOMIA, HISTOLOGIA Y

FISIOLOGIA

l.I. GENERALIDADES

El intestino grueso es un érgano del aparato digestivo comprendido entre el
intestino delgado y el ano. Es una viscera hueca y tubular de
aproximadamente 1.5 metros de longitud por cuya luz se transporta el
contenido fecal. Anatobmicamente se divide en ciego, colon ascendente, colon

transverso, colon descendente, sigma y recto (Figura 1).

COLON
TRANSVERSO

COLON
ASCENDENTE
31N3IAN3OS3A
NOT109J

CIEGO

Figura 1: Anatomia del intestino grueso.
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I. ANTECEDENTES

Desde el punto de vista histoldgico esta formado por cuatro capas: mucosa,
submucosa, muscular y serosa. La capa mucosa consta de un epitelio simple
cilindrico que se dispone formando invaginaciones llamadas criptas de

Lieberkiihn (Figura 2).

Figura 2: Corte histolégico del intestino grueso. * Marca las criptas de
Lieberkuhn.

El epitelio intestinal esta formado en su mayoria por células secretoras de
mucina llamadas caliciales o caliciformes, que se disponen formando

estructuras glandulares. En menor grado se pueden encontrar enterocitos o
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I. ANTECEDENTES

colonocitos, cuya funcion es absorber agua y sales minerales; células
neuroendocrinas, que regulan la motilidad y secrecién glandular, y células de

Paneth, localizadas mayoritariamente en el ciego, con actividad inmunitaria.

Las células epiteliales se encuentran en continua regeneracion debido a la
agresion constante a la que se someten por el paso fisico del contenido fecal y
por la presencia de flora bacteriana intestinal. La regeneracion y diferenciacion
celular estd muy regulada y jerarquizada. En la base de las criptas se
encuentran células positivas para la proteina de membrana Lgr5 (Leucine-rich
repeat-containing G-protein coupled receptor 5, 0 Receptor que contiene

repeticiones ricas en leucina acoplado a proteina G 5) (Figura 3).

Célula Calicial

Enterocito

Célula Neuroendocrina

A0

Célula Lgr5+

Figura 3: Esquema sobre los tipos celulares del epitelio del intestino grueso.
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I. ANTECEDENTES

Las células Lgr5+ son consideradas como las células madre intestinales por su
capacidad de originar todos los otros tipos celulares presentes en el epitelio
intestinal (Barker et al., 2007). Estas células participan en la regeneracion del
epitelio intestinal mediante un mecanismo de proliferacion y diferenciacion
celular que concluye con la aparicion de las células epiteliales (Snippert et al.,

2010).

En el intestino delgado, las células Lgr5+ se encuentran flanqueadas por las
células de Paneth, cuya funcion entre otras es garantizar la viabilidad de las
células madre intestinales. En el intestino grueso, Unicamente se encuentran
células de Paneth en las primeras secciones del ciego, pero las células que
flanquean las Lgr5+ en el resto del epitelio mantienen algunas de las
caracteristicas (Paneth-like) y son igualmente necesarias para la correcta

regulacion de las células madre intestinales (Sato et al., 2011).

El epitelio del intestino grueso requiere que el nimero y tipo de células
presentes estén regulados de manera adecuada para un correcto
funcionamiento. Los procesos de proliferacion y diferenciacion estan
controlados por multiples vias de sefializacion celular. De entre ellas destacan
la via de Notch, la via de wnt/B-catenina y las vias de sefalizacion celular
activadas por los receptores tirosina quinasa de membrana, como el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Este proyecto de tesis se centra
en aspectos bioldgicos y clinicos relacionados con los dos ultimos mecanismos

de sefalizacion celular.
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I. ANTECEDENTES

.11l VIA WNT/B-CATENINA

Esta via de sefalizacion celular se encuentra conservada en todas las especies
eucariotas y es imprescindible para el correcto desarrollo embrionario y para
mantener una correcta arquitectura histoldgica en la vida adulta. En el intestino
grueso es indispensable para perpetuar la capacidad multipotencial de las
células madre intestinales y para inducir la diferenciacion celular hacia un
fenotipo secretor (células caliciformes, neuroendocrinas y células de Paneth)

(Reya & Clevers, 2005).

Existen varios estimulos que pueden activar esta via de sefalizacion. La mas
relevante es la llamada via canonica, que se inicia por la union de las
glicoproteinas Wnt con alguno de sus receptores de membrana. Existen dos
familias principales de receptores de membrana de las proteinas Wnt, Frizzled
(Fzd) y LRP (proteina relacionada a receptores de lipoproteina de baja
densidad) (Tamai et al., 2000). Ademas de estos receptores especificos,
existen proteinas reguladoras de la via de sefalizacién como la familia Lgr,
que incluye las proteinas Lgr5 indispensables para el mantenimiento de las
células madre intestinales (de Lau et al., 2011). En el intestino grueso, Wnt se
sintetiza y se excreta al medio extracelular por las propias células epiteliales o
por las células mesenquimales, pudiendo activar la via de sefializacion

mediante un mecanismo autocrino o paracrino.
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I. ANTECEDENTES

El complejo de receptores activados por Wnt induce la activacion de la proteina

disheveled (dsh) y la unién de la proteina axina a la membrana celular (Reya

& Clevers, 2005) (Figura 4).

IIIHHIHHI}HH

i

LRP Fzd Lgr

Figura 4: Esquema de la activacion de la via de Wnt. El ligando puede unirse a

LRP o Fzd. La activacion del receptor recluta las proteinas dsh y Axina.

Cuando la via de Wnt esta inactiva, axina forma un complejo con las proteinas
APC (adenomatosis poliposica de colon), GSK3 (Glucégeno sintasa quinasa 3)
y CK1a (caseina quinasa alfa). Este complejo tiene como funcion fosforilar las
moléculas de B-catenina presentes en el citoplasma y mediante esta
modificacién inducir su degradacion. Cuando se estimula la via Wnt, axina
abandona e inactiva este complejo. En ese momento, la B-catenina no se
degrada, se acumula en el citoplasma y se transloca al interior del nucleo
celular. En esta localizacién puede reconocer y unirse a la proteina TCF (Factor
de transcripcion celular). EI complejo TCF/B-catenina actua como factor de
transcripcion e induce la expresion de genes relevantes para la diferenciacion,

movilidad y proliferacion celular (Reya & Clevers, 2005).
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I. ANTECEDENTES
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Figura 5: Vision esquematica de la activacion de 3-catenina mediante la via
canonica. Cuando la via no esta activada, B-catenina es degradada. En el
momento que se produce la disrupcién del complejo por la unién de axina a los

receptores de Wnt, se acumula -catenina y activa la transcripcion proteica.

En modelos animales, el bloqueo de la via Wnt comporta la desaparicion de las
criptas de Lieberkiihn y la atrofia intestinal. Histolégicamente desaparecen las
células secretoras y el epitelio resultante queda formado en su totalidad por
células absortivas (enterocitos) (Pinto et al., 2003). Por el contrario, la
activacion excesiva de la via induce un aumento de la proliferacion celular en
forma de fenotipo glandular, apareciendo lesiones hiperplasicas polipoides

(Pinto & Clevers, 2005).
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I. ANTECEDENTES

.11l RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

(EGFR)

El crecimiento, metabolismo, motilidad y el ciclo celular del epitelio intestinal
esta regulado en gran parte por factores de crecimiento presentes en la lamina
propia epitelial y en la capa submucosa. Existen muchas familias de receptores
cuyo papel es reconocer estos factores de crecimiento y activar vias de
sefalizacion celular indispensables para la regulacion fisiologica de las células
intestinales. De entre ellos destaca la familia HER (HER1-4), la superfamilia
receptores de la insulina (IR, IGFR) y la familia de receptores c-met, entre

otras.

EGFR (también denominado HER1 o ErbB1) es un receptor transmembrana
con capacidad tirosina quinasa perteneciente a la superfamilia HER. Desde el
punto de vista estructural, EGFR es una glicoproteina formada por 1210
aminoacidos que se dispone en cuatro dominios: un dominio amino-terminal
extracelular, que reconoce los ligandos del receptor (primeros 645
aminoéacidos), un dominio hidrofébico transmembrana (aminoacidos 646 a 668),
un dominio citoplasmatico con actividad tirosina quinasa (aminoacidos 709 a
977) y un dominio carboxi-terminal, también intracelular, formado por residuos
indispensables en la regulaciéon de la actividad enziméatica del receptor
(aminoacidos 978 a 1210). Dentro del dominio carboxi-terminal se incluyen
residuos del aminoacido tirosina que son potencialmente fosforilables

(Ferguson, 2008) (Figura 6).
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I. ANTECEDENTES

DOMINIO
EXTRACELULAR

T DOMINIO
TR L TRANSMEMBRANA
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DOMINIO
CARBOXI - TERMINAL

Figura 6: Esquema de la estructura del receptor EGFR.

EGFR tiene la capacidad de reconocer de manera especifica diferentes
ligandos, como el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), el Factor de
Crecimiento Transformador alfa (TGF-a), la epiregulina, la anfiregulina y la
betacelulina. Una vez se produce la union con alguno de estos factores de
crecimiento, se produce un fenémeno de dimerizacién en el que el receptor se
une con otro receptor EGFR (homodimero), con otros receptores de la familia
HER, o receptores de factores de crecimiento de otra familia (heterodimero).
Tras la dimerizacién, el receptor se activa a través de la fosforilacion cruzada
de las tirosinas del dominio carboxi-terminal e decir, un receptor fosforila los
residuos del otro receptor que conforma el dimero). Estos residuos fosforilados
sirven como zonas de acoplamiento de proteinas transductoras y adaptadoras

gue poseen unos dominios especificos llamados SH (dominio homologo a Src)
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I. ANTECEDENTES

y PTB (dominio de union a fosfotirosinas). Entre estas proteinas se encuentran
Src (proto-oncogen tirosina quinasa del sarcoma Rous), Grb2 (proteina de
unioén a receptor de factores de crecimiento 2) y SOS1/SOS2 (Son of sevenless

1/2).

Estos adaptadores activan varias rutas de sefializacion celular que finalizan con
la regulacién de la transcripcion de proteinas claves para la proliferacion, la
migracion celular y la resistencia de la muerte celular programada (Arteaga,
2001). EGFR puede activar varias vias de sefalizacion celular: las mas

relevantes son la de RAS-MAP Quinasa y la via PI3K/AKT/mTOR (Figura 7).

| PI3K - AKT -mTOR |

Figura 7: Activacion de EGFR y reclutamiento de proteinas adaptadoras.
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I. ANTECEDENTES

l.I.IV VIA DE RAS-MAPK

La via de RAS-MAP quinasa (también llamada RAS-RAF-MEK-ERK, por ser
sus elementos mas relevantes) se inicia a raiz de la fosforilacién de los
receptores tirosina quinasa y la posterior activacion de las proteinas
adaptadoras. Estos adaptadores son entonces capaces de reconocer la familia
de proteinas SOS (principalmente SOS1 y SOS2), cambiando su conformacién
y estimulando su activacion. Ademas de este mecanismo, EGFR también tiene
la capacidad de activar directamente SOS1 y SOS2 de manera especifica y sin

la necesidad de proteinas intermediarias.

La principal funcién de SOS en esta via de sefalizacion es regular la actividad
de una familia de proteinas G llamadas Ras (de v-ras, virus del sarcoma de
rata). De entre ellas, las mas relevantes por su importancia en el epitelio

intestinal son las proteinas K-Ras, N-Ras y H-Ras.

Ras se encuentra anclada a la membrana celular a través de estructuras
lipoproteicas. En su estado inactivo, la proteina esta asociada a una molécula
de GDP (guanina difosfato). La presencia de Sos induce el recambio del GDP
por GTP (guanina trifosfato), provocandose la activacién de la proteina Ras. En
este momento adquiere la capacidad de unirse y modificar la conformacién de
sus sustratos especificos y, finalmente, induce la activacion de estas dianas

(Figura 8).
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I. ANTECEDENTES

11
b8

Figura 8: Activacion de la proteinas Ras a través de la familia SOS.

La primera diana identificada de Ras fue la familia proteica Raf: Raf-1, A-Rafy
B-Raf (de v-raf, virus del Fibrosarcoma Rapidamente Acelerado). Estas
proteinas son serina/treonina quinasas, que se encuentran unidas a la
membrana celular en una conformacién inactiva. En el momento que
interaccionan con el complejo Ras-GTP, se liberan al citoplasma y se activan
adquiriendo la capacidad enziméatica. El principal sustrato de Raf son las
proteinas de la familia MAP2K (MAPK-ERK quinasa), principalmente la
proteina MEK. Estas fosforilan y activan a su vez las proteinas MAPK
(proteinas quinasas activadas por mitdgenos), siendo uno de los principales
miembros de este grupo ERK1 y ERK2 (quinasas reguladas por sefal
extracelular 1y 2). Estas proteinas, una vez fosforiladas, son transportadas al

nucleo celular, donde se unen directamente a la cromatina como factores de
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I. ANTECEDENTES

transcripcion, o regulan otros factores de trascripcion (FT) mediante
fosforilacion. El resultado final es la regulacién de los genes necesarios para
mantener el ciclo celular, resistir la sefial de apoptosis o inducir la migracién

celular (Tidyman & Rauen, 2009) (Figura 9).

[\
P

-

Tl
sy

Figura 9: Via de RAS-MAPK. La activacion de Ras desencadena una cascada
de fosforilaciones que concluye con el transporte de ERK al nucleo celular. Se
regula la transcripcién proteica directamente o a través de Factores de

Transcripcion.
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I. ANTECEDENTES

1.V VIA DE PI3K/AKT/mTOR

Al igual que la via RAS-MAPK, esta ruta de sefalizacion se inicia tras la
fosforilacién de los receptores tirosina quinasa y la activacion de sus sustratos
adaptadores. Las proteinas Grb2 y Src activan a su vez otras proteinas
adaptadoras llamadas Gab1/Gab2 (proteinas de union asociadas a Grb 1y 2).
Esta familia de proteinas transmite la sefial de la ruta celular activando los

enzimas PI3K (fosfatidil-inositol 3 quinasa).

Existen tres subgrupos de PI3K (I, 1l y Ill). El subtipo | es el que presenta mayor
implicacién en la homeostasis de las células intestinales y el que esta
directamente regulado por la actividad de los receptores tirosina quinasa. Las
PI3K tipo | estan conformadas por dos subunidades: una subunidad catalitica
llamada p110 (que a su vez puede presentar diferentes isoformas, siendo la
principal p110a), y una subunidad reguladora que inhibe y bloquea la actividad
de la subunidad catalitica. Dentro de las subunidades reguladoras, la principal
recibe el nombre de p85a. Cuando Gabl y Gab2 son activadas, pueden unirse
y secuestrar la subunidad reguladora de PI3K. En ese momento, la subunidad
catalitica queda liberada y ejerce su capacidad enzimatica (Courtney et al.,

2010).

La actividad enzimatica de PI3K es la transferencia de grupos fosfato al
glucolipido de membrana fostatidil-inositol. Las enzimas del tipo | catalizan la

transformacién de fosfatidil-inositol difosfato (PIP2) a fosfatidil-inositol trifosfato
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(PIP3). Ademas de PI3K, existen otros enzimas relacionados para mantener
una correcta regulacion de la concentracion de PIP3 a nivel celular. La principal
es la fosfatasa PTEN (fosfatidil inositol trifosfato fosfatasa), que cataliza la

reaccion inversa, es decir, el paso de PIP3 a PIP2.

La importancia del nimero de residuos fosfatos presentes en fosfatidil-inositol
radica en que algunas de estas formas pueden actuar como cofactores
enzimaticos. En relacion a esta ruta de sefalizacion celular, Fosfatidil-inositol
trifosfato (PIP3) activa la proteina con actividad quinasa PDK1 (quinasa
dependiente de fosfoinositol 1), que a su vez fosforila la proteina Akt/PKB

(proteina quinasa B) en la treonina 308 e induce su activacion.

PI3K también es capaz de activar el complejo mTORC2 mediante un
mecanismo desconocido por el momento. Este complejo, formado por varias
proteinas entre las que se encuentra mTOR (diana de la rapamicina en
mamiferos), también puede activar la proteina Akt mediante la fosforilacion de
un residuo serina localizado en la posicion 473. Ambas fosforilaciones
activadoras son suficientes para que Akt ejerza su funcidn enzimatica, pero su
actividad es maxima cuando ambos residuos se encuentran fosforilados (Alessi

& Cohen, 1998) (Figura 10).
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Figura 10: Activacion de la subunidad catalitica de PI3K (p110) y fosforilacion
de Akt mediante mTORC2 y PDKL1. PIP2 = Fosfatidil inositol difosfato. PIP3 =

Fosfatidil inositol trifosfato.
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La proteina Akt es una serina/treonina quinasa capaz de actuar sobre una gran
cantidad de sustratos y regular de manera directa varias funciones celulares.
Akt es una proteina reguladora del metabolismo, motilidad, supervivencia y
diferenciacion celular (Fayard et al., 2005). Al igual que lo descrito previamente
sobre la via de MAPK, Akt posee la capacidad de regular la transcripcion
genética mediante su accidn sobre varios factores de transcripcion. Esta

regulacion la ejerce bien directamente o bien a través del complejo mTORCL1.

Akt es capaz de inhibir la proteina TSC1 (Esclerosis Tuberosa 1), la cual inhibe
junto a TSC2 la accién del complejo mTORCL1 a través de la proteina Rhob; es
decir, la inhibicién de este inhibidor provoca la activacion del complejo.
MTORCL1 tiene capacidad quinasa y activa mediante fosforilacion varias
proteinas. Entre ellas se encuentran la quinasa S6 (S6K) o el factor de
transcripcion 4EBP1. S6K es asimismo capaz de fosforilar otros factores de
transcripcion, induciendo su activacion y de este modo, regulando la

transcripcion génica (Figura 11).

37



I. ANTECEDENTES

4EBP1

o
& <

Figura 11: Activacion de mTORC1 mediante accion de Akt.

Ademas de tener un mismo origen en forma del receptor EGFR, tanto la via de
RAS/MAPK como la via PI3BK/AKT/mTOR se encuentran entrelazadas y se
regulan entre ellas. La principal relacién entre ambas vias se produce mediante
las proteinas Ras. Estas pueden unirse directamente a la subunidad catalitica
de PI3K (p110) y activarla. Por lo tanto, la activacién de Ras puede provocar

directamente la activacion en la via de PI3BK/AKT/mTOR (Figura 12).
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Figura 12: Visién general de las principales vias activadas por EGFR.
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l.Il CANCER COLORRECTAL

I.1l.1 DEFINICION Y BIOLOGIA MOLECULAR

El cancer colorrectal (CCR) se produce tras la degeneracion maligna de las
células localizadas en el intestino grueso. La practica totalidad de tumores
(alrededor del 95-98%) (Kang et al., 2007) corresponden a adenocarcinomas al
poseer rasgos histolégicos glandulares. Ademas, existen otros tipos
histoldgicos que pueden aparecer también en el intestino grueso con mucha
menor frecuencia: tumores neuroendocrinos, linfomas, sarcomas y melanomas
(Cuffy et al., 2006). En la literatura médica la nomenclatura de cancer
colorrectal abarca normalmente Unicamente a los adenocarcinomas. El resto de
tipos histologicos no suelen estar representados bajo esta terminologia por su
muy escasa frecuencia y porque poseen caracteristicas prondsticas y
terapéuticas especificas. Este proyecto de tesis doctoral esta dedicado
exclusivamente a los tumores con rasgos de adenocarcinoma, y de este modo,
el término de cancer colorrectal se referird Unicamente a aquellos tumores que

presentan rasgos histolégicos glandulares.

El cancer colorrectal, por su alta frecuencia y mortalidad, es uno de los
principales problemas de salud en nuestro medio. Se trata del tumor que
presenta la mayor incidencia en Catalunya, con aproximadamente tres mil
nuevos casos anuales en varones y dos mil en mujeres (Cleries et al., 2014).
Ademas, cada afio se producen en Catalunya mas de dos mil defunciones por
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tumores colorrectales, siendo la segunda causa de muerte por cancer,
superado Unicamente por el cancer de pulmon. Estos datos epidemiologicos de
nuestro medio son semejantes a los descritos en el resto del continente

europeo (Malvezzi et al., 2013).

El adenocarcinoma colorrectal aparece tras un largo proceso de degeneracion
del epitelio intestinal. Inicialmente aparecen lesiones premalignas en el epitelio,
como son los polipos intestinales. Estas lesiones adquieren progresivamente
nuevos cambios morfologicos y moleculares hasta, finalmente, presentar las
caracteristicas de malignidad y degenerar en cancer colorrectal (Markowitz &

Bertagnolli, 2009).

Cada neoplasia presenta una evolucién genética y molecular Gnica, pero
algunos eventos moleculares son comunes a la gran mayoria de tumores.
Estas alteraciones suelen ser vitales en la generacién de las neoplasias y en el
mantenimiento de las caracteristicas celulares que les confieren los rasgos de
malignidad. De entre todas ellas, la alteracion biolégica que aparece mas
frecuentemente en el cancer colorrectal es la activacion descontrolada de la via

de Wnt.

La alteracion genética mas frecuente en el cancer colorrectal es la mutacion
del gen APC, estando presente en el 85% de los pacientes. Ademas es uno

de los primeros eventos que se producen en el epitelio normal en el proceso de
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malignizacién. La alteracion genética conlleva que la proteina APC pierda su
funcionalidad, siendo entonces incapaz de regular correctamente la
concentracion intracelular de B-catenina. Esto induce su acumulacion, la
translocacion al ndcleo de este exceso de proteina y la activaciéon de los

elementos finales de la via de sefializacion de Wnt (Pinto & Clevers, 2005)

Las mutaciones del gen APC no son los Unicos eventos de esta via que estan
relacionados con la carcinogénesis. Existen otras alteraciones genéticas con
efectos similares, de la que destacan las mutaciones que aparecen en el propio
gen de la B-catenina (Ilamado CTNNB1) (Anastas & Moon, 2012), o las que se

producen en el gen que codifica la axina (Liu et al., 2000).

Cuando estas mutaciones aparecen en las células madre intestinales (Lgr5+)
provocan una proliferacion anormal del epitelio intestinal dando lugar a la
aparicion de pélipos (Schepers et al., 2012). Estos polipos van adquiriendo
progresivamente nuevas mutaciones que otorgan mayor viabilidad celular o
incrementa la motilidad y capacidad de invadir el tejido adyacente. El acimulo
de todas estas mutaciones causa finalmente la degeneracion del epitelio

intestinal en forma ya de un cancer invasivo (Figura 13).
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Figura 13: Evolucion del epitelio intestinal hacia la aparicion de
adenocarcinoma. La mutacion del gen APC provoca la aparicion del adenoma.
Otras muchas mutaciones se van afiadiendo sobre las células del adenoma

hasta inducir su malignizacion.

Gran parte de las mutaciones que pueden aparecer en el proceso de
carcinogénesis tienen como accién la activacion mantenida y desregulada de
las vias de sefializacion de RAS-MAPK (como las mutaciones de KRAS,
NRAS o BRAF) o de la via PI3BK/AKT/mTOR (mutaciones que aparecen en los

genes PIK3CA que codifica para la proteina p110a; AKT o PTEN).

La mutacion en el gen KRAS es el evento genético mas frecuente de estas
vias de sefializacion celular, estando presente en el 40-50% de todos los
tumores colorrectales (Cancer-Genome-Atlas-Network, 2012; De Roock et al.,
2010). Las mutaciones aparecen en zonas relevantes en la regulacién de la
proteina e inducen una sobreactivacion de la misma. La region mas

frecuentemente afectada es el exén 2, y dentro de ésta, son mas frecuentes las
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mutaciones en los codones 12 y 13. Con menor frecuencia se encuentran

mutados los exones 3y 4.

Ademas de las mutaciones en el gen KRAS se han descrito mutaciones en
otros genes que, de manera analoga a KRAS, provocan la activacion no
regulada de las proteinas que codifican. El gen PIK3CA (que codifica la
subunidad catalitica p110a de la proteina PI3K) se encuentra mutado en el
18% de los pacientes; el gen BRAF en un 3-10%, y el gen NRAS en un 2-5%.
Este ultimo presenta mutaciones en los mismos codones que su homologo

KRAS (Figura 14).
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Figura 14: Algunos genes frecuentemente mutados en el cancer colorrectal. Se

sefalan los codones y exones mas frecuentemente mutados.
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l.ILIl PRESENTACION CLINICA Y TRATAMIENTO

Clinicamente, el cancer colorrectal es una enfermedad muy heterogénea.
Dependiendo de la localizacion, la extension y la biologia intrinseca de la
enfermedad los enfermos presentan una evolucion y unas opciones

terapéuticas muy diferentes.

Existen varias clasificaciones del cancer colorrectal. La mas utilizada, por su
informacion prondstica y su utilidad para las decisiones terapéuticas, es la
clasificacion de la Union Internacional Contra el Cancer (UICC) (Sobin et al.,
2009). Esta clasificacidn registra el grado de infiltraciéon local (T), la afectaciéon
de ganglios linfaticos regionales (N) y la afectacién a distancia (M), agrupando

las neoplasias en estadios (Tabla 1y 2).

TO | No evidencia de tumor primario en la mucosa intestinal

Tis | Carcinoma in situ: tumor intraepitelial o invasién de la lamina propia

T1 | Invasion de la capa submucosa

T2 | Invasidon de la capa muscular propia

T3 | Invasidn de la subserosa o adventicia

T4 | T4a: Perforacion de la adventicia

T4b: Invasion de otros érganos o estructuras

NO | Ausencia de ganglios linfaticos regionales afectados

N1 | Nla: Afectacion de 1 ganglio linfatico regionales

N1b: Afectacion 2-3 ganglios linfaticos regionales

N1c: Depédsito satélite alejado del tumor primario, con ausencia de ganglios
afectados

N2 | N2a: Afectacion de 4-6 ganglios linfaticos regionales

N2b: Afectacion de 7 o mds ganglios linfaticos regionales

MO | Ausencia de metastasis a distancia

M1 | M1la: Presencia de metdstasis a distancia confinada en un solo é6rgano, a
excepcion del peritoneo

M1b: Metéstasis a distancia en varios érganos o afectando al peritoneo

Tabla 1: Clasificacion TNM del cancer colorrectal ( 72 Edicion de la UICC).
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Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1-T2 NO MO
EstadiollA | T3 NO MO
Estadio lIB | T4a NO MO
Estadio IIC | T4b NO MO
Estadio IlIA | T1-T2 N1 MO
T1 N2a MO
Estadio llIB | T3-T4a N1 MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Estadio llIC | T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
Estadio IVA | Cualquier T | Cualquier N | M1la
Estadio IVB | Cualquier T | Cualquier N | M1b

Tabla 2: Clasificacién en estadios del cancer colorrectal segun la 72 edicion de

la UICC.

El tratamiento del CCR depende de muchas variables, principalmente del
estadio de la enfermedad. La complejidad de cada paciente provoca que
siempre el tratamiento sea individualizado; pero en rasgos generales y de
manera simplificada se puede describir la actitud terapéutica como sigue a
continuacion. Las lesiones que aparecen en el colon y no presentan metastasis
a distancia se tratan mediante reseccion quirdrgica siempre que sea posible.
En caso de corresponder a un estadio Il o lll, se puede administrar
guimioterapia tras la reseccidn quirdrgica con intencion adyuvante para reducir
el riesgo de recidiva (Andre et al., 2004). El beneficio en los pacientes con

estadio Il esta bien definido, pero en los pacientes que corresponden a un
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estadio Il la necesidad de tratamiento adyuvante es controvertida (Labianca et
al., 2013). En el caso de presentar lesiones tumorales a distancia, el
tratamiento esta basado en quimioterapia y/o terapias biolégicas con intencién
paliativa. Existen excepciones en los que pacientes con enfermedad
metastasica se someten a tratamiento quirdrgico con intencién curativa cuando
es posible realizar una reseccion completa de las lesiones (Van Cutsem et al.,

2013).

Existe una diferencia entre las neoplasias de recto y los tumores del resto del
intestino grueso. En el caso de corresponder a lesiones T3 o T4, o presentar
lesiones sospechosas de corresponder a afectacién ganglionar, es
recomendable realizar tratamiento con quimioterapia y radioterapia para reducir
el riesgo de recidiva local. Este tratamiento es preferible realizarlo antes de la
cirugia para reducir la toxicidad. Para el resto de situaciones clinicas, el
tratamiento es equivalente a los tumores localizados en el colon (Glimelius et

al., 2013).

L.ILIIT ANTICUERPOS CONTRA EGFR

El receptor EGFR se encuentra en el inicio de multiples sefales celulares que
conllevan la activacion de vias de proliferacion, motilidad y resistencia a
apoptosis. Por este motivo, es una diana terapéutica atractiva para el
tratamiento del cancer colorrectal. En esta enfermedad, EGFR suele estar

hiperactivado ya sea por sobreexpresion de los receptores o por el incremento
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de los factores de crecimiento que actiuan como ligando (Normanno et al.,
1998). Existen dos estrategias para bloquear el receptor EGFR: el uso de
farmacos inhibidores del dominio tirosina quinasa y la utilizacién de anticuerpos
especificos contra el dominio extracelular de EGFR. Con estos ultimos se logra

bloguear el contacto entre el receptor y su ligando e inhibir la dimerizacion de

los receptores (Figura 15).

CETUXIMAB

1\ 4\

Figura 15: Accion inhibitoria de los anticuerpos anti-EGFR, como cetuximab.
Bloqueo de EGFR que impide que adquiera la conformacion adecuada para

formar dimeros y activar la sefial celular.
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Existen dos anticuerpos terapéuticos contra EGFR aprobados para el
tratamiento del cancer colorrectal: Cetuximab (C225; Erbitux; Merck & Corp.) y
Panitumumab (ABX-EGF; Vectibix, Amgen Inc.). El primero fue obtenido a
principio de los afios 80 tras la administracién de péptidos purificados de EGFR
en ratones y el posterior aislamiento especifico de las células plasméticas que
sintetizaban anticuerpos como respuesta a la inmunizacion. De entre todos los
anticuerpos evaluados, la clona 225 mostré la mayor actividad (Masui et al.,
1984). Debido a las reacciones de hipersensibilidad cruzada entre especies,
este anticuerpo podia producir reacciones anafilacticas graves cuando era
administrado a pacientes, y fue necesario esperar al desarrollo de la tecnologia
de quimerizacion para su uso clinico y su posterior comercializacién (Goldstein
et al., 1995). En la actualidad, el anticuerpo utilizado con fines terapéuticos es
una estructura quimérica, mayoritariamente de origen humano pero con un
fragmento procedente de raton. Panitumumab fue desarrollado a inicios del
siglo XXI mediante un proceso de inmunosensibilizacion murina equivalente al
realizado con cetuximab (Yang et al., 2001). A diferencia de cetuximab, los
ratones inmunizados estaban modificados genéticamente para expresar una
cadena pesada de inmunoglobulina totalmente humana. De este modo, se

obtuvo un anticuerpo con una estructura totalmente humanizada.

El primer estudio fase Il aleatorizado publicado que mostro la eficacia de estos
farmacos fue el estudio BOND en 2004. En este estudio se evalud la eficacia
de cetuximab combinado con irinotecan contra cetuximab en monoterapia. Un
total de 329 pacientes previamente tratados con oxaliplatino, fluoropirimidinas,

y que recientemente habian progresado a un tratamiento basado en irinotecan,
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fueron aleatorizados a recibir cetuximab en monoterapia o combinado con
irinotecan. La administracién de cetuximab se realiz6 segun los datos obtenidos
de los ensayos fase | y II: mediante una administracion semanal, iniciAndose
una dosis de carga de 400 mg/m? y posteriormente administrando 250 mg/m?.
Los resultados mostraron un beneficio en tasa de respuestas tumorales (22.9
versus 10.8%, P=0.007) y un incremento en supervivencia libre de progresion

(Hazard Ratio (HR) 0.54, P<0.0001) (Cunningham et al., 2004).

Progresivamente cetuximab se fue aplicando al resto de opciones terapéuticas.
El tratamiento en monoterapia mostro beneficio en supervivencia global en el
ensayo CO.17 (Jonker et al., 2007). Un total de 572 pacientes fueron
aleatorizados a recibir cetuximab o placebo. La supervivencia global fue
significativamente superior en los pacientes tratados con cetuximab (mediana
supervivencia 6.1 meses) respecto a placebo (mediana de 4.6 meses; HR 0.77
P=0.005). Ademas, cetuximab fue evaluado en otros estudios en combinacion
con quimioterapia. Entre ellos, destaca el estudio EPIC, donde cetuximab
asociado a irinotecan se comparaba con irinotecan en monoterapia como
segunda linea de tratamiento (tras progresion a un tratamiento previo) (Sobrero
et al., 2008) o el estudio CRYSTAL, en el que se evaluaba el esquema de
guimioterapia FOLFIRI administrado junto cetuximab o placebo como
tratamiento de primera linea (primer esquema administrado contra la
enfermedad) (Van Cutsem et al., 2009). En ambos estudios se demostrd un
aumento en la supervivencia libre de enfermedad y en la tasa de respuestas
obtenidas sobre el tratamiento quimioterapico habitual, pero no se demostrd un

aumento estadisticamente significativo en la supervivencia de los pacientes. La
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causa de no objetivar estos beneficios se atribuy6 a que los pacientes que
fueron tratados en el brazo control recibian cetuximab en los tratamientos que

se administraban posteriormente.
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.11 BIOMARCADORES EN CANCER COLORRECTAL

Los pacientes diagnosticados de carcinoma colorrectal tienen una evolucion
muy heterogénea. Los factores prondsticos y predictivos conocidos en la
actualidad s6lo son capaces de explicar parte estas diferencias. A pesar de
todos los intentos de clasificar los pacientes en grupos prondésticos y de
individualizar los tratamientos en base a los factores conocidos, no es posible
predecir de manera fidedigna la evolucion clinica o el pronéstico de cada

individuo.

Existen algunos biomarcadores que ofrecen informacién como factores
prondsticos o predictivos. Estos biomarcadores son de ayuda en la practica
clinica para administrar el tratamiento mas adecuado segun la sensibilidad del

tumor y su potencial riesgo evolutivo.

L.IIL.I MATRIZ-METALOPROTEINASA 7 (MATRILISINA, MMP-7)

Las matriz-metaloproteinasas son una familia de proteinas endopeptidasas
capaces de digerir los elementos que componen la matriz extracelular y la
membrana basal bajo condiciones fisiol6gicas. Su funcion esté relacionada con
los procesos de fibrosis, cicatrizacién, motilidad celular e inflamacion; y con la
remodelacion tisular como la resorcidn ésea o la involucion uterina (Massova et

al., 1998). Las metaloproteinasas se sintetizan en forma de zimogenos
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inactivos para evitar la degradacion de estructuras proteicas intracelulares. Una
vez entra en contacto con la matriz extracelular, la region reguladora es
degradada por otras metaloproteinasas u otras peptidasas, quedando la

enzima activa para degradar sus sustratos (Tallant et al., 2010).

Hasta la actualidad se han identificado 28 proteinas dentro de este subgrupo,
clasificadas desde el tipo 1 (MMP-1) a 28 (MMP-28). Todas las
metaloproteinasas poseen en comun un dominio catalitico con el motivo
proteico “HEXGH’. Esta secuencia tiene la capacidad de ligar iones de zinc y
utilizarlo como cofactor. Esta actividad es indispensable para la actividad
enzimatica de la proteina. Ademas de este dominio, existen otros dominios
adicionales que permiten que cada proteina tenga una actividad especifica,
como reconocimiento y unién a determinados sustratos o adhesiéon a

membrana (Tallant et al., 2010) (Figura 16).

La matriz-metaloproteinasa 7 (MMP-7) también llamada matrilisina, es una
peptidasa dependiente de calcio y zinc. El enzima activo es capaz de degradar
no sélo proteinas de la matriz extracelular (colageno, laminina, fibronectina o
gelatina); sino que ademas es capaz de digerir proteinas de membrana
(Almendro et al., 2009; Davies et al., 2001; Lynch et al., 2005). Las estructuras
resultantes son receptores truncados y fragmentos solubles, que pueden tener
un papel importante en la desregulacién celular de las células neoplasicas.
Ademas, MMP-7 es capaz de digerir y activar directa o indirectamente algunos

factores de crecimiento, como TNF-a o IGF (li et al., 2006). Por ultimo, MMP-7
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activa directamente a otros miembros de la familia de metaloproteinasas, como
MMP-2 o MMP-9 mediante la degradacion de su region reguladora. Esta
influencia sobre otros miembros de la familia MMP amplifica el efecto de la
MMP-7 sobre la regulacion de los elementos de la matriz extracelular,

afectando muchos mas sustratos de manera indirecta (Tallant et al., 2010).

IREERE
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CATALITICA CATALITICA

ACTIVACION

Figura 16: Representacion de las MMP. La regién reguladora bloquea el
dominio HEXGH en el zim6geno. MMP queda activa cuando se pierde esta
region reguladora.

La mayoria de las metaloproteinasas son secretadas por células estromales,
pero en el caso de MMP-7, su sintesis y excrecion son exclusivas de las
células epiteliales. El gen que codifica MMP-7 esta directamente regulado por
la via de sefalizacion Wnt/B-catenina (Brabletz et al., 1999), pudiéndose

utilizar la expresion de MMP-7 como marcador subrogado de la actividad de
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esta via (He et al., 2012). Las células de Paneth son las encargadas de
sintetizar MMP-7 en el intestino sano. Sus funciones principales en este
organo son regular citoquinas inflamatorias, como las defensinas, asi como

mantener la correcta estructura intestinal (Wilson et al., 1995).

La hiperactividad de la via de Wnt/B-catenina en el cancer colorrectal provoca
una desregulacion en la sintesis de MMP-7 (Kolligs et al., 2002). Esta es la
Gnica metaloproteinasa que es sintetizada exclusivamente por las células
tumorales en vez de por el estroma. MMP-7 facilita la migracion celular gracias
a la degradaciéon de la membrana basal y de la matriz extracelular, ayudando a
los procesos de invasion y de metastasis (li et al., 2006). Ademas, la digestion
de proteinas estructurales aumenta la accesibilidad de factores de crecimiento
atrapados en la matriz extracelular, como el factor de crecimiento relacionado
con la Insulina (IGF) (Miyamoto et al., 2007) o el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) (Ito et al., 2009). Mediante este ultimo proceso,
MMP-7 contribuye a la aparicion de la angiogénesis tumoral. Ademas,
Matrilisina es capaz de truncar proteinas celulares de adhesion y de regulaciéon
celular, como son la E-cadherina (Lynch et al., 2010) o la proteina RANK
(Lynch et al., 2005). Por todo ello, MMP-7 juega un papel muy importante en
regular y mantener los procesos basicos para la supervivencia y migracion de
las células tumorales (Zucker & Vacirca, 2004), incluyendo los procesos de
transicion epitelio-mesénquima (Gu et al., 2014; Yin et al., 2010). Otro dato
destacable sobre la potencial importancia de MMP-7 en el cancer colorrectal es

gue el polimorfismo A/G -181, presente en el promotor del gen que codifica
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MMP-7, se asocia a un mayor riesgo de cancer del tracto digestivo, incluyendo

intestino grueso (Li et al., 2013).

Desde hace 20 afios se ha estado estudiando la posible relacién existente
entre MMP-7 y el prondstico de los pacientes diagnosticados de cancer
colorrectal. En 1995, se publicé un trabajo que evalué la cantidad de ARN
mensajero de MMP-7 en tejido sano, tumores primarios y lesiones
metastasicas. Los resultaron mostraron que las muestras tumorales
presentaban mayor ARN respecto al tejido sano. Ademas, estos valores se
asociaban con el estadio de la enfermedad, presentando una concentracion
mayor en las lesiones metastasicas (Mori et al., 1995). Un afio mas tarde, se
publicé un trabajo independiente que confirmaba estos resultados mediante la
misma metodologia (Ishikawa et al., 1996). En 1999, un equipo liderado por
Adachi evalué la presencia de la proteina de MMP-7 mediante técnicas
inmunohistoquimicas, observando que la presencia de la proteina era también
directamente proporcional al estadio tumoral (Adachi et al., 1999), siendo
significativamente superior en tumores mas avanzados con la maxima

presencia en las lesiones metastasicas.

Estos datos demuestran que la expresion de MMP-7 esta directamente
relacionada con la presencia de invasion a capas profundas o metastasis a
ganglios linfaticos u 6rganos a distancia. En cambio, no se demuestra que la
presencia de MMP-7 favorezca estos procesos, 0 que sea un factor prondstico
de esta enfermedad. En 2001, Masaki publico un trabajo en el que se evalud la

presencia por inmunohistoquimica de MMP-7 en tumores T1NOMO resecados,
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y se correlaciond la intensidad de MMP-7 con la evolucion clinica de los
pacientes (Masaki et al., 2001). Con este trabajo se demostré que MMP-7
podria ser un factor prondstico independiente, asociandose su presencia con la
aparicién de metastasis y recidivas en este subgrupo de pacientes de buen

pronéstico.

Ademas de la deteccion en muestras tumorales, que requieren de biopsias y su
posterior procesamiento, MMP-7 puede ser analizado en liquidos biologicos
mediante técnicas como el analisis cuantitativo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA). Esta técnica permite realizar medidas seriadas de la
concentracion de MMP-7 y evaluar la evolucion de su expresion sin necesidad
de realizar procedimientos invasivos. Esta metodologia fue utilizada en un
trabajo previo a este proyecto en el que se determiné la concentracion
plasmatica de MMP-7 en pacientes con carcinoma colorrectal (Maurel et al.,
2007). Se compararon los valores en controles sanos, pacientes con
enfermedad localizada y pacientes con enfermedad metastasica. En este
trabajo se demostrd que la concentracidon de MMP-7 era significativamente
superior en pacientes con enfermedad metastasica. En este grupo, ademas los
valores en sangre periférica de MMP-7 eran ademas un factor prondstico

independiente de supervivencia en estos pacientes.

57



I. ANTECEDENTES

[.IL.1I BIOMARCADORES DEL TRATAMIENTO CON CETUXIMAB

De manera paralela al desarrollo clinico y comercial de los anticuerpos anti-
EGFR, se comenzaron a estudiar los posibles biomarcadores que podrian
asociarse a una mayor respuesta o resistencia a estos farmacos. Inicialmente
se planted la sobreexpresion de EGFR como el potencial predictor de
respuesta en analogia a los datos clinicos disponibles de otros anticuerpos
terapéuticos, como los anti-HER2 (Slamon et al., 2001). Por este motivo, en los
primeros ensayos clinicos se reclutaron Unicamente pacientes en los que
EGFR era detectable mediante técnicas inmunohistoquimicas en el tumor

(Baselga et al., 2000).

Conforme el uso de este farmaco fue extendiéndose en la practica clinica,
comenzaron a publicarse casos de pacientes EGFR-negativo que presentaban
buena respuesta al tratamiento (Chung et al., 2005), mientras que era patente
que una gran proporcion de los pacientes EGFR-positivos incluidos en los
ensayos clinicos no recibian beneficio de este farmaco. Por lo tanto, la
expresion de EGFR como biomarcador presentaba muchas limitaciones al no
predecir de manera fidedigna la respuesta y evolucion de los pacientes tratados

con cetuximab.

Estudios preclinicos y clinicos sefialaban que las mutaciones de KRAS en el
exon 2 conferian resistencia al tratamiento con anticuerpos anti-EGFR (Amado

et al., 2008). Por este motivo, los ensayos clinicos concluidos y publicados en
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los que se evaluaba la eficacia de cetuximab fueron reanalizados nuevamente,
afiadiéndose la determinacion de las mutaciones de KRAS. Los resultados
obtenidos mostraron que Unicamente los pacientes no mutados podian
beneficiarse del tratamiento con cetuximab. En el caso de presentar
mutaciones, los resultados eran equivalentes entre el brazo experimental y
control. Por ejemplo, en el ensayo CO.17, no existe ninguna diferencia entre los
tratamientos en el caso de existir mutacion en el gen KRAS (mediana
supervivencia 4.5 meses versus 4.6 meses, HR 0.99, p=0.98), pero en el caso
de no presentar mutaciones la diferencia de supervivencia global entre ambos
brazos es significativamente superior en el caso de recibir cetuximab (mediana
de 9.5 meses) respecto a recibir placebo (mediana 4.8 meses; HR 0.55,

p<0.0001) (Karapetis et al., 2008).

Este y otros estudios definieron la presencia de mutaciones en el gen KRAS
como un marcador predictor de resistencia al tratamiento con anticuerpos anti-
EGFR, tanto para cetuximab como para panitumumab. Los organismos
estatales regulatorios del medicamento implementaron la obligacion de analizar
el exdn 2 de KRAS, y que éste fuera nativo, como requisito previo a la
administracion de estos farmacos. De esta manera, la determinacion del estado
mutacional de KRAS fue el primer biomarcador validado para la practica clinica

universal en el tratamiento del cancer colorrectal.

A pesar de la clasificacion segun el estado del gen KRAS, existia un importante

namero de pacientes sin mutaciones en el exdn 2 gue no se beneficiaban del
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tratamiento con cetuximab. Este hecho hacia prever que probablemente otras
proteinas relacionadas con las vias de sefalizacion activadas por EGFR
podian estar involucradas. En 2013 se publicé un re-andlisis de un ensayo
clinico que evaluaba el efecto de panitumumab afiadido al esquema de
quimioterapia FOLFOX como tratamiento en primera linea (Sidhu et al., 2013).
Los resultados iniciales de este estudio mostraron beneficio en los pacientes
KRAS nativos para el exdn 2 (Douillard et al., 2010). En esta actualizacion, se
decidié ampliar el analisis de mutaciones a otros exones de KRAS y sobre el
gen NRAS. El 4% de pacientes clasificados como KRAS nativo presentaban
mutaciones en el exén 3, y un 6% en el exon 4. Ademas, otro 7% mostraba
mutaciones en el gen NRAS: el 3% en el ex6n 2, el 4% en el exon 3, y no se
observaron mutaciones en el exon 4. Afladiendo en el analisis de supervivencia
los datos de las mutaciones en los exones 2, 3y 4 de los genes KRAS y NRAS,
se objetivé que esta ampliacion era mejor biomarcador que la deteccion
exclusiva del exon 2 de KRAS. Los pacientes que presentaban NRAS o KRAS
nativo se beneficiaban significativamente del tratamiento con panitumumab;
objetivAndose beneficio en tasa de respuestas, supervivencia libre de
progresion y en supervivencia global (en éste ultimo: 26 versus 20.2 meses; HR
=0.78; IC 95%= 0.62—0.99; P=0.04). Por el contrario, los que presentaban
alguna mutacién, no sélo no se beneficiaban sino que el tratamiento con
panitumumab era pernicioso, presentando peor supervivencia cuando se
afiadia el anticuerpo al tratamiento (para supervivencia global, mediana de 15.6
meses en los tratados con quimioterapia mas panitumumab, contra 19.2 meses
en los tratados con quimioterapia exclusivamente; HR=1.25; 1C95%=1.02-1.55;

P=0.03).
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Ante estos resultados obtenidos con panitumumab, se ha iniciado el analisis de
los pacientes incluidos en los ensayos clinicos de cetuximab para evaluar si
estas mutaciones pueden ser también factor predictivo de resistencia al
tratamiento con este farmaco. Los datos obtenidos hasta el momento confirman
gue las mutaciones en los exones 2, 3y 4 de KRAS como de NRAS confieren
resistencia al tratamiento con cetuximab (Ciardiello et al., 2014, Tejpar et al.,
2014). En la actualidad, las agencias reguladoras so6lo permiten el tratamiento
de anticuerpos contra EGFR en pacientes que tengan KRAS y NRAS nativo,
obligando a la deteccién de estas mutaciones previamente a administrar el

tratamiento.

A pesar de los avances sobre la correcta seleccion de los pacientes que
reciben tratamiento con cetuximab, y de que este farmaco actia sobre una
diana bioldgica necesaria para la supervivencia del tumor, en algin momento la
enfermedad adquiere resistencia al tratamiento. El mecanismo por el cual las
células tumorales se hacen insensibles al bloqueo de EGFR es en gran parte
desconocido. Entre la heterogeneidad celular que existe en las neoplasias es
posible que exista alguna clona resistente en el momento de iniciarse el
tratamiento, y que esta clona se seleccione por la presién selectiva que se
realiza con la terapia anti-EGFR, se expanda y provoque la resistencia. O bien,
gue estas resistencias aparezcan de manera espontanea y se seleccionen las

células que las presentan al estar en contacto continuo con el farmaco.
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La identificacidon y deteccidn de los eventos involucrados en la adquisicion de
resistencia seria de gran importancia en el tratamiento de estos pacientes. Un
diagndstico precoz de estas resistencias podria permitir realizar un tratamiento
dirigido sobre ellas o, al menos, modificar la estrategia terapéutica antes de que

la progresion del tumor tenga repercusion clinica o radioldgica.

A pesar de la importancia que revestiria conocer estos biomarcadores, existen
muy pocos datos sobre los mecanismos de resistencia adquirida a cetuximab.
Una aproximacion experimental es la realizacion de biopsias tumorales para asi
poder realizar un estudio mutacional de los tumores antes y después de
progresar a un tratamiento basado en cetuximab, y comparar los eventos
moleculares para detectar aquéllos especificos de la resistencia al tratamiento

(Montagut et al., 2012).

Mediante esta estrategia experimental se describié la mutacién S492R de
EGFR como mecanismo de resistencia adquirida al cetuximab. Este evento
molecular induce un cambio de conformacion en el receptor EGFR capaz de
bloquear la unién a cetuximab, pero mantiene intacta su capacidad para
reconocer el sustrato y dimerizar con otros receptores. En el momento de
evaluar la actividad de panitumumab en lineas celulares que poseian esta
mutacion, se objetivo que el farmaco podia todavia reconocer y bloquear
EGFR. Esta sensibilidad farmacolégica diferenciada no so6lo se confirmé en

modelos in vitro, sino que también fue aplicado con éxito en los propios
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pacientes cuyos tumores habian adquirido la mutacién S492R al hacerse

resistente a cetuximab.

La mutacion de S492R aparece en el 5-10% de los casos de resistencia
adquirida a cetuximab (Montagut et al., 2012; Morelli et al., 2013), por lo que es
necesario ampliar el estudio de otros potenciales mecanismos moleculares
involucrados. La adquisicidbn de mutaciones o amplificacion de los genes de
RAS, importantes en la resistencia primaria al farmaco, es otro de los eventos
gue podrian estar involucrados en la resistencia tras el tratamiento con

cetuximab (Diaz et al., 2012; Misale et al., 2012).

Por otro lado, las técnicas de secuenciacion actuales, como la
ultrasecuenciacién, presentan una gran sensibilidad respecto las técnicas
tradicionales y permiten detectar mutaciones presentes en una poblacion
minoritaria del tumor. Mediante esta metodologia es posible incluso detectar las
mutaciones tumorales en el ADN circulante en la sangre del propio paciente y
determinar el estatus mutacional del tumor. La aplicacion de estas novedosas
técnicas en el estudio de eventos moleculares en el cancer seria de gran
interés para determinar posibles mecanismos de resistencia adquirida a

cetuximab.
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