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Abstract

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent tumors and represents one of
the leading causes of cancer-related mortality worldwide. Despite advances in understanding
the molecular biology of this tumor, which have led to improvements in diagnostic and
therapeutic processes, the mortality rate remains high. This highlights the urgent need to
further enhance our understanding of the molecular and genetic mechanisms underlying the
carcinogenesis of this cancer type. Identifying and better understanding these processes is
crucial for developing more effective prevention strategies and more personalized treatments.

Autophagy, a cellular catabolic process that allows the degradation and recycling of
cellular components, is involved in the regulation of cellular homeostasis and the response
to stress conditions. This mechanism has a dual role in the carcinogenesis process: on the one
hand, it can prevent cellular damage that leads to malignant transformation, and on the other
hand, especially in advanced stages of cancer, tumor cells can use this mechanism to survive
under adverse conditions. In this context, and specifically in CRC, autophagy not only
influences tumor formation and progression but may also impact the tumor's response to
treatments, such as chemotherapy.

To determine the relationship between autophagy and CRC, our work focuses on
identifying single nucleotide polymorphisms (SNPs) in autophagy-related genes and their
association with susceptibility to develop CRC. Through a meta-analysis of genome-wide
association study (GWAS) data from four large European cohorts, we investigated the
influence of these variants on CRC risk. Understanding how these genetic variants may not
only predispose to cancer development but also influence prognosis and treatment response
would provide a framework for future therapeutic approaches.

We found a significant association between a specific genetic variant in the DAPK?2
gene and the risk of developing CRC. Carriers of the G allele of the DAPK2rs11631973 SNP
showed increased susceptibility to developing the disease. Although the study did not
observe a direct impact of this variant on autophagy flux, we found that the
DAPK2rs11631973G allele was associated with interleukin-1 beta (IL1P) levels after the

stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with Staphylococcus aureus,
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CD24+CD38+CD27+IgM+ B cell levels in blood and serum levels of en-RAGE, which
suggested a possible connection between this gen and immune responses in genetically
susceptible individuals.

The analysis of the ATG5 gene revealed that the 47G5rs546456 variant was also
associated with CRC risk. This variant appears to influence inflammatory responses, as
evidenced by its correlation with levels of tumor necrosis factor-alpha (TNFa) and IL1J
following stimulation of PBMCs with lipopolysaccharide (LPS) in carriers of the T allele.
Additionally, this variant had an impact on the regulation of classical monocytes
(CD14+CD16- cells) and serum levels of CCL19 and cortisol, which could be relevant in
CRC development.

Finally, we also analyzed whether autophagy-related variants could influence overall
survival (OS). Our results showed that genetic variants within the 7P73, UVRAG and GRID?2
associated with OS of CRC patients. These results pointed to a role of these genes in
determining disease progression and underlined their importance as potential therapeutic
targets for CRC treatment.

In conclusion, this work highlights the importance of investigating the relationship
between genetic variants in autophagy-related genes and CRC risk. The findings suggest that
the DAPK?2 and ATG) loci may play a role in CRC pathogenesis through the modulation of
host immune responses, which could have prognostic implications for patients. On the other
hand, we found that the T7P73, UVRAG and GRID2 loci were associated with OS, which
suggested that these genes might constitute potential new targets for disease treatment and
patient management. According to these results, it seems to be interesting to continue
working on this research line and to explore the therapeutic potential related to these

molecular pathways in CRC.
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Resumen

RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores con mayor incidencia y representa
una de las principales causas de mortalidad por cdncer a nivel mundial. A pesar de los avances
en el conocimiento de la biologia molecular de este tumor que ha llevado a una mejora en los
procesos diagnosticos y terapéuticos, la tasa de mortalidad sigue siendo alta, lo que implica
la necesidad urgente de mejorar ain mas nuestra comprension de los mecanismos
moleculares y genéticos que subyacen a la carcinogénesis de este tipo de cancer. Identificar
y comprender mejor estos procesos es crucial para desarrollar estrategias de prevencion mas
eficaces y tratamientos mas personalizados.

La autofagia, un proceso catabolico celular que permite la degradacion y el reciclaje
de componentes celulares, esta involucrada en la regulacion de la homeostasis celular y la
respuesta a situaciones de estrés. Este mecanismo tiene una relacion dual en el proceso de la
carcinogénesis: por un lado, puede prevenir el dafio celular que conduce a la transformacion
maligna y, por otro lado, sobre todo en etapas avanzadas del cancer, las células tumorales
pueden utilizar este mecanismo para sobrevivir a condiciones adversas. Con relacion a esto
y en el contexto del CCR, la autofagia no solo influye en la formacion y progresion del tumor,
sino que también podria impactar en la respuesta del tumor a los tratamientos, como la
quimioterapia (QT).

Para determinar la relacion entre la autofagia y el CCR, nuestro trabajo se centra en
la identificacion de polimorfismos de nucleotido simple (SNPs) en genes relacionados con la
autofagia y su relacion con la susceptibilidad al desarrollo de CCR y el pronostico de los
pacientes. Mediante un meta-analisis de datos de estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS) en cuatro grandes cohortes europeas, se investigd la influencia de estas variantes
en el riesgo de CCR. Comprender como estas variantes genéticas podrian no solo predisponer
al desarrollo del cancer, sino también influir en el prondstico y la respuesta a los tratamientos,
proporcionaria un marco para futuros enfoques terapéuticos.

Encontramos una asociacion entre determinadas variantes genéticas en el gen DAPK?2
y el riesgo de desarrollar CCR. Los portadores del alelo G de DAPK2rs11631973 mostraron

una mayor susceptibilidad a desarrollar la enfermedad, posiblemente debido a la modulacion
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de respuestas inmunitarias del huésped. Aunque el estudio no observd un impacto directo de
estas variantes sobre el flujo de autofagia, observamos una correlacion entre el alelo G de
DAPK2rs11631973 y los niveles de interleuquina-1 beta (IL1P) tras la estimulacion de
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) con Staphylococcus aureus, el nimero
de células B CD24+CD38+CD27+IgM+ circulantes y los niveles serologicos de en-RAGE.
Estos datos sugerian una posible conexion entre el gen DAPK?2 y la respuesta inmune en
individuos genéticamente susceptibles.

El andlisis del gen ATGS5 reveld que la variante A7G51s546456 también esta asociada
con el riesgo de CCR. Esta variante parece influir en las respuestas inflamatorias, como se
evidenciod por los niveles aumentados del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e IL1f tras
la estimulacion de PBMCs con lipopolisacarido (LPS) en portadores del alelo T. Ademas, se
observd que esta variante podria tener un impacto en la regulacion de ciertas subpoblaciones
celulares (CD14+CD16-) y en los niveles de ciertas proteinas inflamatorias en suero (CCL19)
y hormonas (cortisol), lo que podria ser relevante en la progresion del CCR.

Finalmente, el analisis del impacto de las variantes genéticas de la autofagia sobre el
prondstico de la enfermedad definido a través de la supervivencia global (SG) de los
pacientes con CCR reveld que ciertos polimorfismos en los genes 7P73, UVRAG y GRID?2
asociaban con la SG de los pacientes. Estos resultados sugieren la implicacion de estos genes
en los mecanismos que determinan la progresion de la enfermedad y ponen de relevancia su
importancia como posibles dianas terapéuticas.

En definitiva, este trabajo destaca la importancia de investigar la relacion entre las
variantes genéticas en genes relacionados con la autofagia y el CCR. Los hallazgos sugieren
que los loci DAPK?2 y ATGS5 podrian jugar un papel en la patogénesis del CCR a través de la
modulacidén de las respuestas inmunitarias del huésped. Por otra parte, descubrimos que los
loci TP73, UVRAG y GRID?2 se asociaban con la SG y, por tanto, con el pronostico de los
pacientes, lo que sugeria que estos genes podrian constituir nuevas dianas potenciales para el
tratamiento de la enfermedad y el manejo de los pacientes. Considerando estos datos, resulta
fundamental seguir trabajando en esta linea de investigacion y explorar el potencial

terapéutico relacionado con la autofagia en CCR.
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Introduccion

INTRODUCCION

1. CANCER

1.1 Concepto y caracteristicas del cancer

Comprender el cancer implica conocer la complejidad y profundidad de los diferentes
mecanismos y procesos biologicos que adquieren las células cuando pasan de la normalidad
al crecimiento incontrolado neopldsico que conduce a la formacién del tumor y las
metastasis. Todos estos procesos no son comunes a todos los tumores, pero se han estudiado
aquellos mecanismos o caracteristicas subyacentes que podrian ser inherentes a la
transformacion neoplasica de las células humanas. Estas caracteristicas propuestas son las
siguientes: la capacidad adquirida para mantener una senal proliferativa continua, la
capacidad para eludir los mecanismos de supresion tumoral, inducir la vascularizaciéon y la
angiogénesis, el estado proinflamatorio, la inestabilidad gendémica y mutacional, evitar la
muerte celular, reprogramar el metabolismo celular, la inmortalidad replicativa, activar los
mecanismos de invasion y metastasis y eludir el sistema inmunologico (Hanahan, 2022)
(Figura 1). La comprension y el estudio exhaustivo de estas caracteristicas de
conceptualizacion del cancer ha permitido el desarrollo de numerosos farmacos, algunos de

cuales han conseguido demostrar su eficacia contra diversos tipos de cancer y se utilizan

actualmente.
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Figura 1: diferentes caracteristicas propuestas que definen el cancer (Hanahan, 2022).
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1.2 Epidemiologia del cancer

El cancer es una de las enfermedades que mayor impacto tiene en salud publica y

constituye una de las principales causas de morbimortalidad en el mundo. En el afio 2020 se

diagnosticaron 18,1 millones de casos nuevos de cancer y se estima esa cifra llegue a los 27

millones en el afio 2040, lo que supondria un incremento de un 50% en 20 afios. Los tumores

mas frecuentemente diagnosticados en el mundo en el ano 2020 fueron mama, pulmon,

colorrectal, prostata y estdmago, con mas de un millon de casos cada uno de ellos (Ferlay et

al., 2021) (Figura 2).

MAMA
2.261.419(12,5%)

O0TROS
3.554.891(19,6%)

UTERO PULMON
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431.288 (2,4%)
LEUCEMIA TOTAL
, 18.094.716
PANCREAS ——
495.773(27%) _ COLORRECTO
1.931.590 (10,7%
LINFOMA NO
HODGKIN
544.352 (3%)

=

VEJIGA — l
573.278 (3,2%
TIROIDES ~ / .
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) ESTOMAGO
604.100 (3,3%) 1.089.103 (6%)

PROSTATA
1.414.259 (7,8%)

CUELLO

UTERINO HIGADD
604.127 (3,3%) 905.677 (5%)

Figura 2: Gréfico circular que representa los tumores mas frecuentemente diagnosticados en el
afio 2020, independientemente del sexo.

Fuente: GLOBOCAN 2020. Grdfico: Global Cancer Observatory. International Agency for Research
on Cancer 2022.
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En Espafia, el cancer constituye igualmente una de las principales causas de
morbimortalidad. El numero de nuevos casos en 2022 fue de 280.000 y se espera que en el
afio 2040 supere los 340.000, lo que supone un incremento del 21% aproximadamente. Los
canceres mas frecuentemente diagnosticados ese afio en Espafia han sido los de colon y recto
(43.370 nuevos casos), mama (34.750), pulmoén (30.948), prostata (30.884) y vejiga urinaria
(22.295) (Guevara et al., 2022). En los tltimos afios, han existido importantes avances que
permiten diagnosticar de forma precoz ciertos tipos de tumores. En definitiva, existe un
screening mas Optimo. Esto incrementa la incidencia de algunos tumores como el CCR,
mama, cérvix y prostata, pero reduce la mortalidad al permitir un tratamiento curativo
(Ladabaum et al., 2020). Otros factores que pueden explicar el aumento de la incidencia son
el envejecimiento, el aumento poblacional y factores de riesgo carcinogénicos, tales como el

tabaco o el alcohol.

2. CANCER COLORRECTAL

2.1 Concepto y patogénesis

El CCR consiste en una proliferacion incontrolada de células en las paredes del
intestino grueso. Estas paredes estan formadas por glandulas productoras de moco llamadas
criptas o glandulas de Lieberkiihn. Este crecimiento celular dara lugar a la formacion de un
polipo, que es una lesion precursora del cancer y que evolucionard hacia cancer en un periodo
de aproximadamente 10 a 20 afios. En la actualidad, se conoce que las células madre que se
encuentran en las criptas son el origen del CCR y para que su evolucion al cancer se produzca,
estas células sufren cambios genéticos y epigenéticos a lo largo del tiempo que concluyen en
la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores (R. Gupta et al.,
2019).

La formacién de CCR desde una lesion precursora o premaligna se produce por 3 vias
diferentes: la formacion adenoma — carcinoma (70-80% de los casos de CCR), la via de la
neoplasia serrada (10-20%) y la via de la inestabilidad de microsatélites (3-7%) (Dekker et

al., 2019). Como se ha dicho anteriormente, la mayoria de los tumores colorrectales surgen
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de polipos precancerosos llamados adenomas tubulares o polipos serrados. En el colon se
produce continuamente una renovacion de las células que componen la mucosa intestinal y
estos adenomas o polipos se forman cuando se alteran los mecanismos moleculares que
regulan el crecimiento y la proliferacion celular. Esto hace que una renovacion epitelial
fisiologica pase a ser un proceso hiperproliferativo, adquiriendo caracteristicas histologicas
y genéticas que les confieren un potencial maligno con el paso del tiempo (Muleris et al.,
2008). Conocer las 3 vias de formacion del cancer resulta de especial interés (Figura 3).

La via adenoma — carcinoma también es conocida como secuencia de inestabilidad
cromosdmica al caracterizarse por defectos en la segregacion cromosoémica y es la causa del
70-80% del total de los canceres colorrectales esporadicos (Grady & Carethers, 2008). Los
tumores originados por esta via son considerados no hipermutados. Sin embargo, en el 80%
de los casos, existen mutaciones en los genes supresores de tumores APC y TP53 y
mutaciones activadoras en RAS y PI3K (Dariya et al., 2020). Todo esto permite la activacion
de la via WNT, que es importante en la regulacion de la proliferacion de células endoteliales
intestinales y cuya activacion promueve la tumorogénesis (H. Zhao et al., 2022). La mutacion
germinal en APC causa la poliposis adenomatosa familiar (PAF), un sindrome caracterizado
por la formacion de cientos de polipos en el intestino (Aghabozorgi et al., 2019). La mutacion
de RAS (KRAS o NRAS) también esta presente en mas del 40% de los canceres colorrectales
que surgen de esta via. RAS es una proteina quinasa que forma parte de una conocida via de
sefializacion que comienza con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que
cuando se activa, a su vez activa RAS-RAF-MEK-ERK-mTOR-PI3K y finalmente factores
de transcripcion como NF-kB, que promueven el crecimiento y la proliferacion celular.
Cuando existe una mutacion en alguno de los genes que codifican estas proteinas, como RAS,
se produce una activacion constitutiva de esta via. Es la causa de que tratamientos eficaces
en CCR, como inhibidores de EGFR, no lo sean en pacientes con mutaciones de RAS (Chan
etal., 2017; Janssens et al., 2023). Finalmente, el gen TP53, y su proteina P53, tiene un papel
importante en la reparacion de acido desoxirribonucleico (ADN) y la mutacion de este gen
se encuentra frecuentemente en el CCR (X. L. Li et al., 2015).

La via de inestabilidad de microsatélites (IMS) es la menos frecuente, pero tiene

algunas caracteristicas a destacar, como es la formacioén de canceres colorrectales con alto
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nimero de mutaciones de pares de bases (tumores hipermutados). Se produce como
consecuencia de mutaciones en genes reparadores de ADN como son MLHI, MSH2, MSH6,
PMS2 y EPCAM que terminan produciendo inestabilidad genomica dentro de los
microsatélites, que son secuencias de ADN de varios nucle6tidos que se repiten a lo largo del
ADN. Las mutaciones germinales de alguno de estos genes causan el conocido sindrome de
Lynch, un sindrome hereditario caracterizado por la alta probabilidad de desarrollar CCR y
cancer de endometrio, entre otros tumores (De’angelis et al., 2018; Gelsomino et al., 2016).
Conocer el estado de inestabilidad de los microsatélites es fundamental para determinar el
prondstico y el tratamiento de los pacientes con CCR. En la practica clinica, la determinacion
se realiza por inmunohistoquimica o PCR y la pérdida de expresion de uno (IMS “bajo” o
IMS-L) o dos 0 mas marcadores (IMS “alto” o IMS-H) confirma el estado de IMS del tumor.
Los pacientes con CCR estadio II con IMS tienen un excelente prondstico y no se benefician
del tratamiento adyuvante con fluoropirimidinas, y aquellos pacientes con CCR estadio IV
con IMS se benefician ampliamente de la inmunoterapia, un tratamiento que ha cambiado el
paradigma de la terapia tumoral (A. Fan et al., 2021).

La via de la neoplasia serrada es la causante de un 10 al 20% del CCR, teniendo su
origen en la formacion de polipos serrados (lesiones con formas de dientes de sierra). La
forma principal de polipos serrados son los polipos hiperpldsicos, que rara vez sufren
transformacion maligna, y la segunda forma mas frecuente son los pdlipos o adenomas
serrados sésiles. Es importante destacar que, a través de esta via serrada, la progresion de
lesion precancerosa a CCR ocurre de forma répida (3-5 afios) y esto se explica por el
mecanismo de carcinogénesis, que comparte caracteristicas con la via adenoma — carcinoma
y la via IMS (Crockett & Nagtegaal, 2019). Una de las caracteristicas mas destacables es la
adquisicion temprana de la mutacion BRAFV600E en la mayor parte de los adenomas
serrados, lo que permite la activacion constitutiva de la via MAPK-ERK que conduce a una
proliferacion celular incontrolada (Neary et al., 2018). Ademas, los tumores serrados se
pueden transformar a CCR a través de dos rutas diferentes. Por un lado, los tumores serrados,
con mutaciones en BRAF, pueden ademas adquirir mutaciones en 7P53 y activar otras vias

oncogénicas como la sefializacion de WNT, la via de senalizacion del factor de crecimiento
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transformante beta (TFG B) o la via de la transformacion epitelial a mesenquimal, todas ellas
produciendo un CCR con un fenotipo estable (sin IMS). Por otro lado, la ruta o via IMS, que
se produce mediante la mutacion en genes reparadores de microsatélites conduce a un CCR
con fenotipo de IMS. A través de esta via serrada, se produce con frecuencia la metilacion
en islas CpG (grupos de nucleotidos citosina/guanina), presentes en las regiones de unién a
promotores, lo que conduce al silenciamiento de genes supresores como MLH I, que pueden
promover la formaciéon de CCR. El fenotipo CIMP (fenotipo metilador de islas CpG) puede
ser alto o bajo en funcion del nimero de genes o marcadores metilados, habitualmente menor
o mayor de tres. Se han identificado varios genes que puede estar metilados en CCR y, por
tanto, se asocian con un fenotipo CIMP, que puede llegar a ser hasta un 20% del total de los
canceres colorrectales diagnosticados. El gen que més frecuentemente se metila es MLHI y
la mutacion mas frecuente es la de BRAF, que explica el CCR esporadico con IMS (Bateman,

2014).

A B C
Adenoma-carcinoma pathway Serrated neoplasia pathway Microsatellite instability
(70-90%) (10-20%) (2-7%)
FAP Sporadic Traditional Sessile Lynch syndrome
serrated serrated
Germline APC KRAS and BRAF Germline mutation in MMR
APC mutation BRAF mutation genes
mutation mutation
KRAS and MGMT MSH2,6

BRAF

swoa e

A 4 h 4 A v

TP53

Microsatellite stable colorectal Microsatellite stable and Microsatellite instable
cancer instable colorectal cancer colorectal cancer

Figura 3. Las tres vias principales de formacion de CCR desde una lesion precancerosa o premaligna:
la formacion adenoma — carcinoma (70-80% del CCR), la via de la neoplasia serrada (10-20%) y la
via de la inestabilidad de microsatélites (3-7%) (Dekker et al., 2019).
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En este apartado de patogénesis, es importante destacar la division entre colon
derecho y colon izquierdo. La lateralidad del colon es tenida en cuenta por las diferencias
moleculares, embrionarias, bioldgicas y anatémicas que hay entre el lado izquierdo del colon
y el lado derecho. El colon tiene aproximadamente 150 cm de longitud y se extiende desde
la vélvula ileocecal hasta el ano. Se divide en: ciego, colon ascendente, colon transverso,
colon descendente, colon sigmoide, recto y ano. Estas divisiones se basan en el origen
embrionario del colon, y el CCR de lado derecho se considera ciego, colon ascendente y el
transverso proximal, mientras que el CCR de lado izquierdo es el que se origina del
transverso distal, colon descendente, sigmoide y recto. Los tumores del lado derecho suelen
ser adenomas serrados sésiles o adenocarcinomas mucinosos, mientras que los tumores del
lado izquierdo son, con mayor frecuencia, adenocarcinomas tubulares o vellosos (S. Y. Yang
etal., 2018). Debido a su morfologia polipoide, los tumores del lado izquierdo son mas faciles
de detectar en etapas tempranas mediante colonoscopia.

También hay diferencias desde un punto de vista gendémico, ya el CCR derecho
muestra mas frecuentemente inestabilidad de microsatélites, mientras que el CCR lado
izquierdo son tumores con alta inestabilidad cromosomica. Todo ello tiene implicaciones
pronosticas y terapéuticas. Las metastasis del CCR izquierdo suelen ser hepaticas y
pulmonares, mientras que las del CCR derecho son, con mayor frecuencia, peritoneales. El
prondstico del CCR de lado derecho es peor que el CCR lado izquierdo, con una peor
supervivencia (G. H. Lee et al., 2015; S. Y. Yang et al., 2018). Ademas, es un factor para
tener en cuenta a la hora de seleccionar el tratamiento de la enfermedad metastasica, ya que
los tumores del lado derecho sin mutaciones de RAS no parecen beneficiarse de las terapias

anti-EGFR, a diferencia del CCR de lado izquierdo (D. Li et al., 2017).

2.2 Epidemiologia y factores de riesgo

A nivel mundial, el CCR es el tercer tumor més frecuentemente diagnosticado por
detras del cancer de mama y de pulmoén, con 2 millones de casos nuevos diagnosticados solo
en el afio 2022. En Espafia, ocupa el primer lugar en incidencia si tenemos en cuenta ambos

sexos, con 44000 nuevos casos diagnosticados en 2022. En varones, ocuparia el segundo
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lugar con 27000 nuevos casos, solo por detrds del cancer de prostata. En mujeres, es el
segundo con mayor incidencia detrds del cancer de mama, con 17000 nuevos casos ese
mismo afo (Fernandez Montes et al., 2023; Marmol et al., 2017).

En las ultimas décadas, ha aumentado considerablemente el nimero absoluto de CCR
diagnosticados, debido a varios factores entre los que destacan el progresivo aumento
poblacional, el envejecimiento de la poblacion como consecuencia del aumento de la media
de vida, la implantacion y puesta en marcha del diagnostico precoz mediante test de sangre
oculta en heces y la colonoscopia y la exposicion a los conocidos factores de riesgo (S. G.
Patel et al., 2022).

Entre los factores de riesgo que se conocen, debemos diferenciar los factores
ambientales y los no ambientales. Entre los primeros, han demostrado su relacion con el
CCR, el tabaco, el consumo excesivo de carne roja o procesada, la ingesta del alcohol, la baja
ingesta de vegetales y fruta, la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad
inflamatoria intestinal. Excepto estos dos ultimos, el resto son factores de riesgo
modificables. También merece la pena destacar los factores de riesgo modificables que
reducen el riesgo de CCR como el ejercicio fisico, la dieta rica en fibra o vitaminas, y la
ingesta de pescado, frutos secos, cereales y lacteos. Hay otros factores que se han asociado
con la reduccion de riesgo, como el uso de la aspirina, estatinas o terapia hormonal sustitutiva
(X. He et al., 2018; Sninsky et al., 2022).

Por otro lado, merecen especial mencion los factores hereditarios. Béasicamente,
existen dos sindromes diferentes en CCR hereditario, los sindromes polipdsicos y los
sindromes no poliposicos. Este tltimo incluye el sindrome de Lynch y el CCR familiar. El
sindrome de Lynch es consecuencia de mutaciones germinales en genes reparadores de ADN
o MMR (mismatch repair), como MLHI, MSH2, MSH6 y PMS?2 y da lugar a tumores con
inestabilidad de microsatélites y fenotipo hipermutado. A parte de CCR, los pacientes con
sindrome de Lynch tienen mas riesgo de otros tumores como el cancer de endometrio,
intestino delgado, tumores uroteliales, pancreatico-biliares, gastrico, ovario y menos
frecuente mama y prostata (Hampel et al., 2022). Existen otros genes relacionados con el
CCR, es decir, cuyas mutaciones o alteraciones patogénicas germinales predisponen a un

mayor riesgo de desarrollarlo a lo largo de la vida y es importante estudiarlos para descartar
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un sindrome de predisposicion a cancer familiar. Algunos de estos genes son BML, POLE,
POLDI, SMAD4, STK11, MUTYH, entre otros. Entre los sindromes hereditarios poliposicos,
destaca la PAF, de herencia autosémico dominante que se produce por una mutacion
germinal en el gen APC, que juega un papel importante en la activacion de la via WNT,
esencial en la via adenoma — carcinoma. Los pacientes con PAF tienen un fenotipo
caracterizado por numerosos polipos (>100) que aparecen en todo el colon a una media de
edad media de 30 afios y que, si no son tratados, inciden en el CCR en el 100% de los casos
a lo largo de la vida. Existen otros sindromes hereditarios polipdsicos, como la poliposis
adenomatosa atenuada o la poliposis causada por mutacion germinal en el gen MUTYH, que
también aumenta el riesgo de CCR entre un 43% y un 100% en los individuos que la padecen
(Abdel-Rahman & Peltoméki, 2004; Hampel et al., 2022).

Sin embargo, el componente hereditario en CCR no sélo se explica por estos
sindromes hereditarios causados por mutaciones o alteraciones genéticas en genes concretos
que juegan un papel especifico en la via de formacion del cancer. Hoy sabemos que s6lo un
5-7% del total de CCR esta causado por estas mutaciones germinales (Cunningham et al.,
2022; Vasen et al., 2015). Los antecedentes familiares de CCR en una persona confieren un
mayor riesgo de desarrollar CCR a lo largo de la vida, siendo este riesgo variable en funcion
del niimero de antecedentes familiares y la edad de diagndstico en cada uno de ellos. Para
estimar la heredabilidad del CCR, se han publicado estudios realizados en familias con
gemelos que han estimado que el porcentaje de heredabilidad oscila entre el 12 y el 35%
(Czene et al., 2002; Lichtenstein et al., 2000). Sin embargo, los factores de heredabilidad del
cancer no son conocidos con exactitud, incluyendo los SNPs en genes de susceptibilidad al
CCR. Este es, sin duda, un campo con gran interés cientifico ya que conocer estos factores
nos permitiria estimar el riesgo de un individuo a desarrollar la enfermedad, pudiéndose
entonces establecer pautas de seguimiento personalizadas y disefiar un tratamiento mas

precoz y adaptado al perfil genético.

2.3 Diagnostico y estadiaje

El diagnostico y el estadiaje correcto son esenciales para poder definir un tratamiento
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adecuado para el paciente. La colonoscopia es la herramienta considerada “gold standard”
en diagnodstico del CCR (Vleugels et al., 2016). Es importante destacar que la precision de la
colonoscopia puede verse influenciada por diversos factores, como la calidad del examen, la
preparacion adecuada del paciente, la experiencia del endoscopista y la ubicacion y el tamaiio
de las lesiones. Teniendo en cuenta esto, la sensibilidad varia entre un 60% y un 90% y la
especificidad es mayor del 90%. A parte de ser util para el diagnostico de un CCR, la
colonoscopia sirve como herramienta terapéutica permitiendo la extirpacion de lesiones
precancerosas o incluso de carcinomas in situ o que infiltren la submucosa del colon (P. S.
Liang & Dominitz, 2019). En aquellas lesiones no extirpables endoscopicamente, por
dificultad técnica o por invasion de una capa mas profunda, el tratamiento de eleccion sera
la cirugia (Moore & Aulet, 2017).

Una vez realizada la colonoscopia y confirmado el CCR desde un punto de vista
histolégico, es fundamental realizar un correcto diagnoéstico y estadiaje por imagen. Para ello,
se disponen de varias pruebas de imagen que tienen un papel en el CCR, dependiendo de la
localizacion, presencia de metéstasis etc.

La tomografia axial computarizada (TAC) con contraste oral e intravenoso se emplea
de manera habitual en la evaluacion inicial y el estadiaje, tanto antes como después de la
cirugia, y permite valorar la extension local del tumor, la presencia de metastasis en los
ganglios linfaticos regionales y a distancia, asi como posibles complicaciones. La TAC tiene
una mayor sensibilidad para detectar metastasis a distancia (75 - 87%) en comparacion con
la deteccion de afectacion ganglionar (45 - 73%) o la invasion transmural del tumor
(aproximadamente 50%) (Nasseri & Langenfeld, 2017). Una dificultad para tener en cuenta
en la evaluacion previa a la cirugia es la aparicion en la TAC de lesiones inespecificas en
cualquier 6érgano y que pueden requerir un estudio adicional. Hasta el 9% de los pacientes
sometidos a estadificacion después del diagnostico de CCR presentaban nodulos pulmonares
indeterminados en la TAC de torax, de los cuales hasta un 80% resultaron ser metastasis
colorrectales en el seguimiento (Kijima et al., 2014; Shin et al., 2008a).

La Resonancia Magnética (RM) con contraste intravenoso puede detectar mas
lesiones a nivel hepatico que la TAC. Sin embargo, las TAC de ultima generacion y la

utilizacion de iméagenes de triple fase durante la administracion de contraste han mejorado la
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sensibilidad de la TAC para la deteccion de metéstasis hepaticas. En la practica actual, tanto
la RM hepatica como la ecografia hepatica con contraste se reservan para pacientes con
hallazgos sospechosos, pero no concluyentes en la TAC, especialmente cuando se necesita
una mejor caracterizacion de la carga de enfermedad hepética para tomar decisiones sobre la
posible reseccion hepatica (van der Paardt & Stoker, 2018; Zeinali-Rafsanjani et al., 2020).

La colonografia por TAC, también conocida como colonoscopia virtual, ofrece una
visualizacion endoluminal del colon distendido mediante simulacidon por computadora. Tiene
su utilidad en el diagnostico inicial de pacientes con sintomas sugestivos de CCR en los que
la colonoscopia no es posible realizar por diferentes motivos. La adquisicion de imagenes se
realiza mediante TAC, y a través de software avanzado de procesamiento, se generan
imagenes que permiten navegar a lo largo del colon. Requiere una preparacion similar a un
enema de bario y estd contraindicada en pacientes con obstruccion. A pesar de su utilidad,
estudios comparativos no han demostrado una superioridad diagnostica de la colonografia
por TAC sobre la colonoscopia. Dado que la colonoscopia puede eliminar o biopsiar lesiones
durante el procedimiento, sigue siendo el “gold standard” para el diagnostico inicial
(Pickhardt & Kim, 2007).

La ultrasonografia endorrectal (ERUS) se recomienda para la estadificacion inicial
del cancer de recto en estadios iniciales (T1-T2 NO) y la RM pélvica para guiar el tratamiento
preoperatorio y determinar la extension de la cirugia (Pfau & Chak, 2002).

Las tomografias por emision de positrones (PET) con o sin TAC integrado (PET-
TAC) no parecen agregar informacion sustancial a la proporcionada por la TAC en la
estadificacion rutinaria del CCR. Sin embargo, pueden ser Utiles para evaluar hallazgos
dudosos en la TAC, cuando la administracion de contraste intravenoso esta contraindicada,
para obtener informacion adicional sobre la enfermedad fuera de la pelvis en el cancer de
recto, en combinacién con RM hepatica y TAC con contraste intravenoso en el cadncer de
recto que muestra caracteristicas asociadas con un alto riesgo de metastasis (por ejemplo,
extensa invasion vascular), para identificar un carcinoma sincronico potencialmente curable
mediante cirugia, para localizar la recurrencia de la enfermedad en pacientes con aumento

del nivel sérico del antigeno carcinoembrionario (CEA) y resultados no claros en otras
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pruebas de imagen después del tratamiento inicial y para evaluar a pacientes considerados
candidatos presentes o futuros para la reseccion de metastasis hepaticas aisladas de CCR. Es
importante tener en cuenta que la QT reciente puede afectar la sensibilidad de la PET para la
deteccion de metastasis hepaticas colorrectales, ya que reduce la actividad metabdlica celular
del tumor. Sin embargo, en general, la PET es beneficiosa para detectar metastasis fuera del
higado en pacientes que se considera que son candidatos para la reseccion hepatica (Shin et
al., 2008).

Solo se recomienda realizar exploraciones dseas, como puede ser una gammagrafia
Osea, y cerebrales, como la TAC o la RM cerebral, si los sintomas sugieren la presencia de
metastasis en esas areas (Rodriguez-Fraile et al., 2020; Staib et al., 2000).

La PET-RM de cuerpo entero puede proporcionar informacion sobre la anatomia y el
metabolismo, y se estan realizando estudios para evaluar si puede mejorar el diagndstico del
CCR y proporcionar informacion adicional sobre el fenotipo y la biologia de la enfermedad
en comparacion con las técnicas de imagen convencionales (D. H. Lee & Lee, 2017).

En cuanto al estadiaje del CCR, la clasificacion TNM del cancer es un sistema
ampliamente utilizado para evaluar y describir la extension y el estadio de un cancer en
funcion de tres variables principales. La primera variable es “T” (tumor) y se refiere al
tamano y la extension del tumor primario. En el caso del CCR, se refiere a la invasion de las
distintas capas de la pared del colon. La segunda es “N” (nddulos linfaticos) y permite
describir si el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos locorregionales. Y la tercera
es “M” (metastasis) e indica si el cancer se ha diseminado a otros 6rganos. Estas tres letras
se combinan para determinar el estadio del cancer, que proporciona informacion sobre la
extension de la enfermedad. Cuanto mayor sea el nimero en cada categoria (T, N, M), mayor
sera la extension, lo que implica un peor prondstico para el paciente. El sistema TNM es
esencial para la planificacion del tratamiento adecuado junto con las caracteristicas
moleculares y genéticas del tumor.

La clasificacion TNM mas reciente del CCR corresponde a la 8* edicion de la

American Joint Committe on Cancer, de 2016 (Kong et al., 2018; J. Li et al., 2016):
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Infiltracion del tumor (T)

TX: el tumor primario no se puede evaluar.
TO: no hay evidencia de tumor primario.
Tis: carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (afectacion de lamina propia sin extension a
través de la muscularis mucosa).!
T1: el tumor invade la submucosa (a través de la muscularis mucosa pero no en la muscularis
propia).
T2: el tumor invade la muscularis propia.
T3: el tumor invade a través de la muscularis propia en los tejidos pericolorrectales.
T4: el tumor invade el peritoneo visceral o invade o se adhiere al 6rgano o estructura
adyacente 2°.
e T4a: el tumor invade a través del peritoneo visceral (incluida la perforacion
macroscopica del intestino a través del tumor y la invasion continua del tumor a través
de areas de inflamacion en la superficie del peritoneo visceral).

e T4b: el tumor invade directamente o se adhiere a 6rganos o estructuras adyacentes.

Nodulos linfaticos regionales (IN)

Nx: los ganglios linfaticos regionales no se pueden evaluar.

NO: no hay metéstasis ganglionares regionales.

N1: de uno a tres ganglios linfaticos regionales son positivos (tumor en los ganglios linfaticos
midiendo >0.2 mm), o depdsitos tumorales presentes.

e Nla: un ganglio linfatico regional es positivo.

e Nlb: dos o tres ganglios linfaticos regionales son positivos.

e Nlec: no hay ganglios linfaticos regionales positivos, pero hay depdsitos tumorales en
la subserosa, mesenterio, pericolico (no en peritoneo) o en tejidos
perirrectales/mesorrectales.

N2: cuatro o mas ganglios linfaticos regionales son positivos.
e N2a: cuatro a seis ganglios linfaticos regionales son positivos.

e N2b: siete 0 mas ganglios linfaticos regionales son positivos.
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Metastasis a distancia (M)

MO: No hay metastasis a distancia por imagenes. No hay evidencia de tumor en 6rganos
distantes.
M1: Se identifica metastasis en uno o mas sitios u 6rganos distantes o metastasis peritoneales.
e MIla: Metastasis a un sitio u 6rgano, sin metastasis peritoneal.
e MIlb: Metastasis a dos 0 mas sitios u 6rganos, sin metastasis peritoneal.
e Milc: Metastasis en la superficie peritoneal con o sin otras localizaciones

metastasicas.

! Tis incluye las células tumorales confinadas dentro de la membrana basal glandular (intraepitelial) o la
lamina propia de la mucosa (intramucosa) sin extension a través del muscularis mucosa en la submucosa.
2 La invasion directa en T4 incluye la invasion de otros rganos u otros segmentos del colon o recto como
resultado de la extension directa a través de la serosa, confirmada en examen microscopico (por ejemplo,
invasion del colon sigmoide por un carcinoma del ciego) o para canceres en una localizacion
retroperitoneal o subperitoneal, directa invasion de otros érganos o estructuras en virtud de la extension
mas alld de la muscularis propia (es decir, respectivamente, un tumor en la pared posterior del colon
descendente que invada el rifion izquierdo o la pared abdominal lateral; o un cancer de recto medio o distal
con invasion de prostata, vesiculas seminales, cuello uterino o vagina).

3 A nivel macroscopico, el tumor que se adhiere a otros érganos o estructuras se clasifica cT4b. Sin
embargo, si no hay un tumor presente en la adhesion, microscopicamente, la clasificacion debe ser pT1-
4a dependiendo de la profundidad anatomica de la invasion de la pared.

4 Las clasificaciones V y L se deben usar para identificar la presencia o ausencia de invasiéon vascular o
linfatica, mientras que PN se debe utilizar para la invasion perineural.

2.4 Histologia

Las caracteristicas histologicas mas importantes del CCR incluyen el tamafio tumoral,
el “budding” tumoral, la existencia de linfocitos infiltrantes de tumor (71LS), la afectacion
de los ganglios linféticos, la invasion linfovascular, la invasion perineural y el grado tumoral
(Chen et al., 2021).

El tamafio del tumor se refiere al diametro maximo del tumor. Este didmetro tiene una
implicacion pronoéstica claramente establecida en otros tumores como mama o pulmoén y
forma parte de la clasificacion TNM. Sin embargo, en CCR no esté claramente asociado a un

peor prondstico y para definir la T, del TNM, se tiene en cuenta la invasion de las distintas
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capas del intestino. Algunos estudios han asociado un mayor tamafio tumoral a una peor
supervivencia, sin embargo, tumores pequefios pero clasificados como T4 por afectacion del
peritoneo tienen un peor pronostico que tumores mas grandes que solo afectan la capa
muscular, definidos como T2. En definitiva, es importante determinar el didametro del tumor,
pero no necesariamente esta relacionado con el pronéstico del CCR (Paik et al., 2023; B. Xu
et al., 2016).

El “budding” tumoral, también conocido como "tumor budding" es un fenémeno
observado en el CCR y en otros tipos de cancer. Se refiere a la presencia de grupos o
pequetios racimos de células cancerosas individuales (habitualmente de una a cuatro células
tumorales) que se desprenden del tumor principal e infiltran los tejidos circundantes. Estas
células tienden a ser menos diferenciadas y mas agresivas que las que componen el tumor
primario. La implicacion prondstica del “budding” tumoral es significativa (Betge et al.,
2012). Se ha encontrado que un alto grado de “budding” tumoral est4 asociado con un peor
pronostico en pacientes con CCR estadio II y estadio III y algunas guias de practica clinica
ya lo han incorporado como un factor de riesgo para tener en cuenta para plantear QT
adyuvante en CCR estadios II. Ademas, el “budding” tumoral puede indicar una mayor
resistencia al tratamiento y una mayor probabilidad de recurrencia (Basile et al., 2022).

Los TILs son un hallazgo histologico que representa la inmunogenicidad del paciente
frente al tumor. Se trata de linfocitos que se encuentran dentro del tejido del tumor con el
objetivo de destruir células tumorales y suprimir el crecimiento tumoral. Se ha observado
que la presencia y la cantidad de TILs en el tumor esté relacionada con el pronéstico de los
pacientes (L. Guo et al., 2020). E1 CCR con abundantes TILs est4d asociado a una mayor
supervivencia, supervivencia libre de progresion (SLP) y caracteristicas histoldgicas
favorables como la ausencia de invasion linfovascular y perineural, menor grado de
afectacion ganglionar y menor capacidad de metastatizar (L. Ye et al., 2019). Por otro lado,
la falta de TILs o su escasa presencia puede indicar una respuesta inmunologica deficiente y
un peor prondstico. Los estudios sugieren que la evaluacion de los TILs en el CCR puede
influir en la decision de indicar un tratamiento de QT adyuvante en estadios localizados.

Ademas, los tratamientos de inmunoterapia, que estimulan la respuesta inmunoldgica contra
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el cancer, podrian beneficiar a pacientes con una alta presencia de TILs (Bai et al., 2022). En
definitiva, los TILs son linfocitos que se infiltran en el tumor y su cantidad en el tejido
tumoral puede tener implicaciones pronoésticas en pacientes con CCR, sirviendo como un
indicador de la respuesta inmunologica y de agresividad tumoral.

Los ganglios linfaticos son las estructuras del sistema inmunolégico que primero se
ven afectadas por la diseminacion de las células tumorales. Por ello, su afectacion representa
el principal factor de riesgo de recaida y deben ser siempre valorados para una decision
pronostica y terapéutica. Las principales guias de practica clinica consideran que una
valoracion de al menos 12 ganglios linfaticos es necesaria para una correcta estadificacion.
La proporcion de ganglios linfaticos con afectacion tumoral es directamente proporcional al
pronostico del paciente y asi se refleja en la clasificacion TNM, en la que un mayor nimero
implica un peor estadiaje (Benedek et al., 2020; Fulop et al., 2019). Es importante aclarar y
diferenciar los ganglios linfaticos locorregionales de los ganglios linfaticos a distancia, en
funcién de la localizacion del tumor primario, es decir, dependiendo de la localizacion del
tumor primario a lo largo del colon (recto, sigma, colon descendente, colon transverso, colon
ascendente o ciego), los ganglios locorregionales van a ser aquellos localizados junto al
tumor y que pueden ser extirpados quirirgicamente y no aquellos localizados en cualquier
otra parte del cuerpo, que ya seran definidos como metastasis ganglionares a distancia o M1.

La invasion linfovascular (ILV), también conocida como invasion linfatica o
vascular, es una caracteristica histoldgica que describe la capacidad de las células tumorales
de penetrar en los vasos sanguineos (sobre todo venosos) o linfaticos circundantes. Esta
invasion es un marcador importante de la agresividad del cancer, se considera un factor de
riesgo adverso por aumentar el riesgo de metastasis y tiene implicaciones significativas en el
pronostico y la decision del tratamiento de la enfermedad localizada. Representa uno de los
factores de riesgo que son tenidos en cuenta en los estadios II para clasificarlos de alto o bajo
riesgo y s6lo con la presencia de ILV puede estar indicada la administracion de QT adyuvante
con el objetivo de reducir el riesgo de recaida de la enfermedad y mejorar el prondstico de
los pacientes (Lim et al., 2010).

La invasion perineural (IPN) se refiere a la propagacion de células tumorales a lo

largo de los nervios periféricos que rodean el tumor primario y esta invasion puede producirse
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dentro, alrededor o a través de cualquiera de las capas nerviosas. Esta forma de propagacion
puede ser insidiosa, ya que las células cancerosas pueden extenderse a areas distantes a lo
largo de los nervios, incluso cuando el tumor principal no sea de gran tamafio. Ademas, puede
hacer que la extirpacion quirirgica completa del tumor sea mas complicada, ya que las
células tumorales pueden estar extendidas a lo largo de los nervios en una red compleja. Esto
puede tener implicaciones significativas para el prondstico y el tratamiento de los pacientes
(Qin et al., 2023). La incidencia de esta caracteristica histoldgica oscila entre un 10 a un 40%,
aumentando la probabilidad de estar presente conforme avanza el estadio tumoral. Constituye
otro de los factores de riesgo en CCR y se tiene en cuenta a la hora de decidir administrar un
tratamiento adyuvante en los estadios II (van Wyk et al., 2017).

El grado tumoral, también conocido como grado histolégico o grado de
diferenciacion, es un factor histoldgico importante en la evaluacion, no sélo del CCR, sino
también de otros tipos de cancer. Se refiere al grado en el que las células cancerosas se
asemejan a las células normales del tejido del que se originaron (Barresi et al., 2015). El
grado tumoral se clasifica en tres niveles principales en el CCR. En el grado bien diferenciado
o grado 1, las células cancerosas se parecen mucho a las células normales del tejido
colorrectal (mas de un 95% de formacion de glandulas) y tienen una apariencia y estructura
mas cercana a las células sanas. En el grado moderadamente diferenciado o grado 2, las
células cancerosas muestran algunas diferencias en su apariencia y estructura en comparacion
con las células normales (entre un 50 y un 95% de formacién glandular). Y en el grado
pobremente diferenciado o grado 3, las células cancerosas tienen una apariencia
significativamente diferente de las células normales y muestran una falta de diferenciacion
(menos de un 50% de formacion de glandulas e incluso ausencia de ella). El grado tumoral
es importante porque puede tener implicaciones en el prondstico y el tratamiento del CCR.
Por lo general, los tumores grado 1 o bien diferenciados tienden a ser menos agresivos y
tienen un pronostico mas favorable. En contraste, los tumores grado 3 o peor diferenciados
suelen ser mas agresivos, se han asociado a una peor supervivencia y mayor probabilidad de
recurrencia (Shivji et al., 2020). De hecho, en la decision de la QT adyuvante en los estadios

localizados, es otro factor mas para tener en cuenta.
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2.5 Clasificacion molecular

En el afio 2015, se publica una clasificacion de CCR utilizando multiples muestras de
tejido de pacientes y analizando caracteristicas biologicas y moleculares que incluian
diferentes datos genéticos, epigenéticos y protedmicos (mutaciones, alteraciones en nimero
de copias, expresion génica, metilacion, microARN, expresion proteica etc.). Esta
clasificacion realizada por el consorcio de subtipos de CCR (CCR Subtyping Consortium),
permiti6 definir 4 subtipos de CCR (CMS1, CMS2, CMS3 y CMS4) con diferencias notables
e implicacion prondstica.

El CMSI1 se caracteriza por una alta tasa de mutaciones, muestra un alto perfil de
metilacion, una respuesta inmune fuerte, mayor frecuencia de IMS, baja prevalencia de
alteraciones en el numero de copias del ADN, y sobreexpresion de proteinas relacionadas
con la reparacion del dafio del ADN. Desde el punto de vista clinico, es mas frecuente en
mujeres, en el lado derecho del colon y presenta un grado histopatoldégico mas alto. Ademas,
muestra una supervivencia pobre tras la recaida.

El CMS 2 muestra una mayor inestabilidad cromosomica, con mas alteraciones en el
nimero de copias en genes oncogénicos y supresores de tumores y, ademas, tiene una mayor
frecuencia de mutaciones en el gen BRAF. Esté relacionado con la diferenciacion epitelial y
una fuerte activacion de las vias WNT y MYC. Predominantemente se localiza en el lado
izquierdo del colon y los pacientes tienen una supervivencia superior después de la recaida,
con una proporcién mayor de supervivientes a largo plazo.

El CMS3 muestra una menor inestabilidad cromosémica que CMS2, un patron de
hipermetilacion y mutaciones en el gen KRAS. Tiene una firma metabolica caracteristica, lo
que sugiere una destacable adaptacion metabdlica y un perfil de metilaciéon con una
prevalencia de CIMP bajo.

Finalmente, el CMS4 también presenta inestabilidad cromosdmica y tiene un mayor
numero de alteraciones en genes asociados con la transicion epitelio-mesénquima. Muestra

activacion de vias de sefializacion como el TGF B, angiogénesis y remodelacion de la matriz.
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En cuanto a las caracteristicas clinicas, tiende a ser diagnosticado en estadios mas avanzados
(III y IV) y muestra una peor supervivencia 'y SLP.

Es importante destacar que, en el estudio que determind esta clasificacion molecular
no se encontraron mutaciones unicas que definieran un subtipo especifico, lo que sugiri6 que
la heterogeneidad genética es alta en el CCR. Esta clasificacion no es empleada en la practica
clinica habitual, pero, sin duda, da un paso mas allé en la clasificacion clasica del CCR que
utiliza s6lo biomarcadores como RAS, BRAF o IMS y que no refleja la gran heterogeneidad

del CCR desde un punto de vista genético, molecular, clinico y prondstico (Guinney et al.,

2015) (Figura 4).
CMS2 CMS3 CMS4
Canonical Metabolic Mesenchymal
14% 37% 13% 23%
MSI, CIMP high, Mi M ;
b SCNA high Ixed MS] Status SCNA high
hypermutation SCNA low, CIMP low
BRAF mutations KRAS mutations
Immune infiltration WNT and Metabolic Stomal lnflltrétlon,
. L . TGFp activation,
and activation MYC activation deregulation . .
angiogenesis
Worse survival Worse relapse-free
after relapse and overall survival

Figura 4: Clasificacion molecular del CCR propuesta basada en la expresion génica (Guinney et al.,
2015).

CIMP, fenotipo metilador de isla CpG; MSI: inestabilidad de microsatélites; SCNA, alteraciones del
ntmero de copias somaticas; TGF, factor de crecimiento transformante.

2.6 Pronostico

El prondstico de los pacientes con CCR esta directamente relacionado con el estadio
tumoral, aunque existen otros factores que influyen en la supervivencia de los pacientes,

como la edad, comorbilidades, carga tumoral (sobre todo en los pacientes con enfermedad
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metastasica), lateralidad del tumor y diversas caracteristicas histologicas y moleculares. Si
tenemos en cuenta solo el estadio tumoral, obtenemos una supervivencia relativa a 5 afios del
91% en el cancer de colon localizado (estadio I y estadio II), 72% en el localmente avanzado
(estadio IIT) y del 15% para los estadios IV. Existen pequenas diferencias con el cancer de
recto, con una supervivencia relativa a 5 afios del 90% en los pacientes con tumores
localizados (estadios I y II), 74% en estadios Il y del 17% en estadios IV (Petrelli et al.,
2017; Siegel et al., 2023).

2.7 Tratamiento

Es esencial destacar que el tratamiento del cancer, y en este caso del CCR, debe ser
multidisciplinar y, por tanto, la decision debe ser consensuada en un comité multidisciplinar,
que incluya especialistas en radiologia, anatomia patoldgica, cirugia, digestivo, medicina
nuclear, oncologia radioterdpica y oncologia médica, como minimo. Esto tiene un impacto,

incluso, en el pronostico de los pacientes (Milana et al., 2022; Pillay et al., 2016).

2.7.1 Tratamiento endoscopico

Gracias a los programas de deteccion precoz, la reseccion endoscopica permite un
tratamiento radical del CCR en algunos casos. Los po6lipos malignos pueden ser extirpados
endoscopicamente de manera precisa, lo que permite evaluar caracteristicas de alto riesgo
(invasion submucosa, diferenciacion, invasion linfatica y crecimiento tumoral) y margenes
profundos y laterales. En los tumores T1, se pueden utilizar diversas técnicas de reseccion
endoscdpica, como la reseccion endoscopica mucosa en bloque, la diseccion endoscopica
submucosa y la reseccion endoscopica de margen o espesor completo. Estas técnicas
requieren habilidades técnicas avanzadas y deben realizarse en centros especializados. Las
ventajas de la reseccion endoscopica frente a otras técnicas son claras ya que se trata de una
opcion segura y menos costosa en comparacion con la cirugia. Sin embargo, a pesar de estas
ventajas, muchos pacientes con lesiones malignas no pueden ser curados con la reseccion

endoscopicamente y deben ser intervenidos quirtirgicamente, para garantizar una extirpacion
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completa del tumor (Aarons et al., 2014; Rex et al., 2019).

2.7.2 Tratamiento quirdrgico

La cirugia es fundamental en el tratamiento curativo del CCR y para ello, la calidad
de la reseccion es esencial. La cirugia del CCR se ha optimizado a lo largo de los ltimos
afios facilitando una extirpacion mesocolica completa y una linfadenectomia que permita una
valoracion adecuada de los ganglios linfaticos. La laparoscopia se ha convertido en la técnica
estandar para el cancer de colon en muchos paises, permitiendo reducir la comorbilidad y
asegurando unos resultados similares a la cirugia abierta, si el equipo quirirgico es experto
(Athanasiou et al., 2016). La cirugia para el cancer de recto es mas compleja debido a la
anatomia de la pelvis, siendo la escision total del mesorrecto el enfoque estandar (Simunovic
et al., 2009). La extension de la reseccion depende de la afectacion del complejo esfinteriano
y otras estructuras circundantes. Hay que tener en cuenta que el CCR puede debutar
clinicamente como una obstruccidon o perforacion. En este caso, el papel de la cirugia es
fundamental mediante reseccion, colostomia descompresiva o incluso, la endoproétesis
endoscopica. También hay que destacar el papel de la cirugia en pacientes metastasicos, sobre
todo la reseccion de metastasis hepaticas, pulmonares y peritoneales, que permite
incrementar la supervivencia de los pacientes que son seleccionados para este tipo de cirugia

(Vogel et al., 2022).

2.7.3 Radioterapia

El tratamiento de la radioterapia (RT) es fundamental en el cancer de recto localizado
o localmente avanzado. Numerosos estudios han demostrado el beneficio de la RT antes de
la cirugia para reducir el riesgo de recurrencia local en el cancer de recto, aunque la reduccion
absoluta del riesgo depende del estadio y la calidad de la cirugia (Vendrely et al., 2022). En
este contexto, la RT estd indicada para tumores de riesgo intermedio a alto basados en la
estadificacion por RM (Vendrely et al., 2022). La terapia mas utilizada implica una dosis de

45-50 grays en 25-28 fracciones, junto con una fluoropirimidina como sensibilizador a la
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radiacion. Esto permite reducir la extension del tumor en la mayoria de los pacientes y
produce una respuesta completa patologica en al menos el 15-20%. El momento de la cirugia
después de la RT generalmente es de 8-10 semanas. También existe la opcion, en casos
seleccionados, de administrar la RT a una dosis de 25 grays en 5 fracciones (5x5 Gy). En los
ultimos afios, se han publicado nuevos esquemas que combinan RT con QT maés intensiva e
incluso esquemas que permiten administrar todo el tratamiento combinado o secuencial antes
de la cirugia, mejorando el beneficio en pacientes seleccionados, sobre todo de alto riesgo
(T4, N2, y afectacion vascular extramural). Es lo que se conoce como terapia neoadyuvante
total o TNT (S. Liu et al., 2021).

También se ha demostrado como una estrategia valida el “Watch and Wait” o "ver y
esperar”, que implica la observacion de una respuesta clinica completa después de la QT y la
RT, lo que permite omitir la cirugia radical en pacientes muy seleccionados (van der Valk et
al., 2018). En definitiva, la RT tiene un papel clave en el cancer de recto, aunque su
utilizacion permite diferentes estrategias de tratamiento en funcion de cada paciente. Existen
otras modalidades de RT como la radioterapia estereotdxica o SBRT, que permite tratar las
lesiones metastéasicas Unicas, principalmente en higado y pulmon, con intencion radical. La
RT también tiene un papel importante en el tratamiento paliativo del CCR, por ejemplo, para
el tratamiento del dolor refractario o para tratar un sangrado, al conseguir una hemostasia

(Tam & Wu, 2019).

2.7.4 Otras opciones de tratamiento local

Existen otras técnicas de tratamiento empleadas, sobre todo en el CCR metastasico
(CCRm), que permiten prolongar la supervivencia de los pacientes e incluso, el intervalo
libre de tratamiento sistémico. Técnicas como la termoablacion por radiofrecuencia o
microondas, quimioembolizacién, la radioembolizacion o la SBRT, ya mencionada
anteriormente, permiten un control local con un alto porcentaje de €xito en pacientes
seleccionados y deben ser tenidas en cuenta como parte del tratamiento multidisciplinar del

CCR (Al Bandar & Kim, 2017).
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2.7.5 Tratamiento sistémico

El tratamiento sist¢émico del CCR dependera del estadiaje, de las caracteristicas
histologicas y moleculares del tumor y de las condiciones, preferencias y caracteristicas del

paciente.

Enfermedad localizada

Los pacientes con cancer de colon estadio II, una vez intervenido el tumor primario,
seran tratados, si no hay contraindicacion y si existen factores de riesgo, con QT basada en
fluoropirimidinas durante 6 meses (Argilés et al., 2020). Estos factores de riesgo son,
fundamentalmente, el T4, la invasion linfovascular, la invasion perineural y un nimero de
ganglios inferior a 12 en la pieza quirargica. En algunos casos, puede estar justificado anadir
oxaliplatino al esquema de tratamiento.

Los pacientes con cancer de colon estadio III, una vez intervenido el tumor primario,
seran tratados, si no hay contraindicacion, con QT basada en fluoropirimidinas y oxaliplatino
durante 6 meses. No se ha demostrado beneficio en supervivencia el anadir oxaliplatino a los
pacientes mayores de 70 afios (Batra et al., 2020).

El tratamiento del cancer de recto localizado, como ya se ha explicado previamente,
incluye la RT en los casos indicados. La QT, también basada en fluoropirimidinas con o sin
oxaliplatino, puede ser administrada de forma perioperatoria (antes y después de la cirugia)
o administrada de forma completa antes de la cirugia, como TNT (S. Liu et al., 2021).

Existen biomarcadores con valor predictivo y prondstico en la enfermedad localizada
tales como la determinacion de ADN tumoral circulante (ADNTtc) y la determinacion de IMS.
La existencia de ADNtc en el paciente que ha sido intervenido es un biomarcador de mal
prondstico y puede justificar la necesidad de QT tras la cirugia (Sahin et al., 2022). Existen
algunas plataformas validadas en el mercado, pero su uso esté restringido al &mbito privado
y aun no esté establecido su uso en la practica clinica en Espafia de forma rutinaria. La IMS,
por el contrario, si es un biomarcador necesario para la toma de decisiones en los pacientes

con CCR estadio II. Estos pacientes con CCR estadio II con IMS tienen un excelente
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pronostico y no se van a beneficiar del tratamiento adyuvante con las fluoropirimidinas

(Argilés et al., 2020b).

Enfermedad metastasica

El 25% de los pacientes con CCR tienen metéstasis en el momento del diagnéstico.
Ademas, alrededor del 50% desarrollara enfermedad local irresecable o metastasis en algiin
momento de su evolucién. A parte de los tratamientos locales y quirargicos, ya mencionados
anteriormente y que tienen su papel en el CCRm, existen varias opciones de tratamiento
sistémico para estos pacientes. En la actualidad, se han introducido nuevas terapias que han
mejorado las tasas de respuesta, el intervalo libre de progresion y la supervivencia de los
pacientes con CCRm (Boccaccino et al., 2022; Z. Huang et al., 2024; Y. Wang et al., 2023).
Antes de iniciar cualquier tratamiento, es esencial determinar el objetivo terapéutico para
cada paciente, considerando tanto factores relacionados con la enfermedad, como
biomarcadores histologicos y moleculares, y la extension de las metastasis. También se deben
evaluar aspectos del paciente, como su estado general, comorbilidades y preferencias. Una
vez se han evaluado estos factores, se puede definir el objetivo terapéutico y clasificar al
paciente segin la posibilidad de resecar las metastasis (enfermedad resecable,
potencialmente resecable o irresecable). Para tomar estas decisiones, es fundamental discutir
cada caso en el comité multidisciplinar. También es fundamental tener en cuenta la
posibilidad de incluir a los pacientes en ensayos clinicos, ya que es una opcioén que podria
mejorar el beneficio del tratamiento con respecto al tratamiento estandar.

Los biomarcadores que, sin duda, deben ser tenidos en cuenta para realizar un correcto
enfoque terapéutico son las mutaciones de RAS y BRAF, HER2 e IMS (Cervantes et al.,
2023).

Los pacientes con metastasis resecables son aquellos cuya cirugia es factible de
entrada, pero la eleccién entre la cirugia inicial o un tratamiento sistémico previo o
neoadyuvante es compleja. Normalmente, la decision se basa en diversos factores
prondsticos como el intervalo libre de metdstasis menor de 12 meses (en enfermedad

metacronica), niveles de CEA mayores de 200, presencia de mas de 3 metastasis, tamafio de
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al menos una lesion metastasica mayor de 5 cm y metastasis ganglionares locorregionales en
el tumor primario (en enfermedad metastasica sincronica). En términos generales, si hay dos
o menos factores prondsticos, se podria considerar la cirugia inicial de las metéstasis. Si hay
tres 0 mas factores prondsticos, se optaria por un tratamiento sistémico neoadyuvante que
incluiria la combinacion de una fluoropirimidina y el oxaliplatino, como primera opcidn, si
es posible (Cervantes et al., 2023; Leowattana et al., 2023; Morris et al., 2023).

En los pacientes con metastasis potencialmente resecables se recomienda administrar
un tratamiento sistémico de conversion con el objetivo de reducir al maximo la carga tumoral
y asi poder realizar, si existe respuesta, una cirugia completa para resecar toda la enfermedad.

El tratamiento se basa en combinaciones de oxaliplatino o irinotecan con
fluoropirimidinas, que pueden ser administradas en forma de doblete o triplete, con o sin la
adicion de un agente biolodgico. En pacientes sin mutaciones del gen RAS y tumores del lado
izquierdo del colon, se debe considerar la utilizaciéon de un anticuerpo monoclonal contra
EGFR, como cetuximab o panitumumab, en combinacion con QT (Cervantes et al., 2023;
Leowattana et al., 2023; Morris et al., 2023). En los demés casos, se puede optar por un
antiangiogénico, como bevacizumab, en combinacion con un doblete o incluso triplete si la
condicién general del paciente lo permite (Cervantes et al., 2023) (Leowattana et al., 2023)

Los pacientes con enfermedad irresecable tienen un pronostico variable en funcion de
la carga de enfermedad, estado general del paciente y las caracteristicas moleculares del
tumor (Guinney et al., 2015b).

El tratamiento de eleccion en primera linea de los pacientes sin inestabilidad de
microsatélites es una combinacion de oxaliplatino o irinotecan combinados con
fluoropirimidinas, en forma de doblete o triplete, con un agente bioldgico. La localizacion
del tumor primario también influye en el tratamiento, ya que los tumores del lado izquierdo
responden mejor a ciertos agentes biologicos. En pacientes con tumores RAS nativos y
localizacion izquierda, se utilizan anticuerpos monoclonales contra EGFR, como cetuximab
o panitumumab, en combinacion con QT. Para el resto de los casos, el tratamiento de eleccion
es un antiangiogénico, como bevacizumab, en combinacion con QT. La mutacion BRAF

V600E, presente en un pequefio porcentaje de los pacientes, se asocia con un pronostico pobre
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y resistencia a los anti-EGFR (Gu et al., 2024). Los pacientes con IMS deben ser tratados, si
no hay contraindicacion, con inmunoterapia. En Espafia, el tratamiento de eleccion es
pembrolizumab, un anti-PD1 (Andr¢ et al., 2020).

La eleccion del tratamiento de segunda linea en pacientes con buen estado general
depende del tratamiento previo y biomarcadores moleculares. Para aquellos pacientes RAS
nativo y tratamiento previo con anti-EGFR, se puede utilizar QT y un antiangiogénico, como
bevacizumab (aunque se haya utilizado en primera linea) o aflibercept. Los pacientes con
mutacion en BRAF (V600E) se benefician de cetuximab combinado con encorafenib (un
inhibidor de BRAF) como tratamiento estandar en segunda linea (Kopetz et al., 2019).

Aproximadamente la mitad de los pacientes llegan a recibir una tercera linea. En
aquellos pacientes con tumores RAS nativos que fueron tratados en primera linea con un anti-
EGFR y en segunda linea con un tratamiento sin anti-EGFR, una opcion de tratamiento
aceptable es el retratamiento con anti-EGFR, si se constata, mediante biopsia liquida, que la
enfermedad sigue siendo RAS nativa. Esto es lo que se conoce como “rechallenge”
(Ciardiello et al., 2024). Regorafenib es un inhibidor tirosina quinasa con accidon anti-
angiogénica y es un tratamiento indicado en tercera linea (Zhong et al., 2024). Recientemente
se han publicado datos muy positivos con la combinacion de TAS-102 (antimetabolito que
inhibe la timidilato sintetasa) junto con bevacizumab y actualmente se ha convertido en un
tratamiento de eleccion en estos pacientes (Prager et al., 2023). HER? se puede detectar s6lo
en el 4% de los pacientes, la mayoria RAS/BRAF nativos y se asocia con una mala respuesta
a la terapia anti-EGFR. Se puede plantear tratamiento combinado con farmacos anti-HER2
en aquellos pacientes politratados HER?2 positivos (Strickler et al., 2023). Aunque la fusién
NTRK so6lo esta presente en el 0,2% de los pacientes con CCR metastasico, su deteccion
permite la administracion de Larotrectinib o Entrectinib, inhibidores de NTRK (Drilon et al.,
2018).

En definitiva, el tratamiento sistémico ha evolucionado mucho en los tltimos afos,
mejorando la supervivencia de los pacientes. Es fundamental tener en cuenta las
caracteristicas del tumor y del propio paciente para decidir el tratamiento sistémico y siempre
se debe contemplar la opcidon de un ensayo clinico, teniendo en cuenta el rapido avance de la

terapia en CCR.
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3. AUTOFAGIA

3.1 Concepto

La autofagia es un proceso celular que permite la degradacion de diferentes materiales
dentro de la célula para la obtencion adicional de nutrientes y energia y asi, mantener su
funcionamiento y la supervivencia celular (Glick et al., 2010; W. Li et al., 2020). Su
definicion ha evolucionado a lo largo del tiempo. Originalmente, en la década de 1860, la
autofagia se referia a la idea de que el cuerpo humano tiene un sistema de autoalimentacién
que le permite sobrevivir alimentandose de sus propios recursos cuando hay escasez de
nutrientes (Schulte-Hermann et al., 1997). Sin embargo, fue en 1963 cuando Christian de
Duve utilizé el término autofagia para referirse al proceso celular en el cual los materiales
dentro de la célula son degradados por el lisosoma o la vacuola para la obtencion de nutrientes
y energia. Este proceso de autofagia comienza con la formacién de una estructura llamada
fagéforo y culmina con la degradacion del autofagosoma. Involucra la degradacion de varios
tipos de materiales, como proteinas, complejos celulares y organulos con membranas, como
las mitocondrias (Glick et al., 2010).

En 2016, Yoshinori Ohsumi recibe el Premio Nobel de Medicina por el
descubrimiento de los mecanismos subyacentes de la autofagia y la identificacion de varios
genes relacionados con la autofagia (Harnett et al., 2017). En los ultimos afos, se ha obtenido
un conocimiento significativo sobre la autofagia, especialmente a través del estudio de
levaduras y otros organismos eucariotas. Esto ha permitido identificar proteinas claves
relacionadas con la autofagia, conocidas como proteinas ATG y el descubrimiento de los tres
tipos principales de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por
chaperonas, cada uno con su propio mecanismo de degradacion. La macroautofagia, también
llamada autofagia degradativa clésica, es el principal mecanismo catabolico utilizado por las
células eucariotas y a lo largo del trabajo nos centraremos en el proceso de la macroautofagia,

que llamaremos autofagia (Choi et al., 2024; Rahman et al., 2024)
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3.2 Base molecular de la autofagia

3.2.1 Las proteinas ATG

Las proteinas ATG (siglas derivadas de AuTophaGy) son esenciales para la formacion
del autofagosoma y cada una tiene una funcion especifica durante todo el proceso de la
autofagia, incluyendo la nucleacion de multiples de estas proteinas ATG en la estructura pre-
autofagosomica (EPA), la maduracién del autofagosoma, el trafico y el acoplamiento de
autofagosomas maduros, la fusion con membranas lisosomales y la degradacion del
contenido intraautofagosémico en el autofagolisosoma, entre otros procesos (Holzer et al.,
2024). En definitiva, estas proteinas son las encargadas de organizar y mediar la formacion
de una estructura de doble membrana, el autofagosoma, que permita el transporte y el
desplazamiento de contenido intracelular al lisosoma para su degradacion (Ortega et al.,
2024). Se han descrito numerosos genes que codifican estas proteinas en levaduras y la
mayoria de estos genes estan también presentes en los mamiferos. Teniendo en cuenta esto,
se puede decir que la autofagia es un proceso evolutivamente conservado. Existen diferentes
complejos de proteinas con funciones especificas y necesarias para que se produzca todo el
proceso de la autofagia, como el complejo ULK (complejo quinasa serina-treonina que
incluye ULK1, ULK2, ATG13, RBCC1/FIP200, ATG 101) (Turco et al., 2020) , el complejo
quinasa lipidica de clase III que produce el fosfatidilinositol 3-fosfato (PIK3C3/VPS34,
PIK3R4/p150, BECNI1/Beclin 1, ATGI14) (Z. Wang et al, 2024), el efector de
fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns3P) (Safaroghli-Azar et al., 2023), las proteinas WIPI
(Grimmel et al., 2015) y dos complejos de conjugacion similares a la ubiquitina, uno que
conjugan ATG12 a ATGS en asociacion con ATG16L1 (Gammoh, 2020) y otro sistema de
conjugacion LC3 (Tanida et al., 2008). En definitiva, las proteinas ATG tienen un papel clave
en los diferentes pasos necesarios para que se complete el proceso de autofagia.

A continuacion, se presenta una descripcion de las principales proteinas y sus
funciones en este complejo proceso (Gil et al., 2018; Glick et al., 2010; Imai et al., 2016;
Levine & Kroemer, 2019; W. Li & Zhang, 2019; X. Li et al., 2020; Zachari & Ganley, 2017)
(Tabla 1):
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ULK1/2 es parte del complejo ULK1-2 (equivalente a ATG1 en levaduras), ATG13
(homologo a ATG13 en levaduras), RBCC1/FIP200 (equivalente a ATG17 en levaduras) y
ATG101 (sin homologo en levaduras). Este complejo proteico es esencial para iniciar la
autofagia en la EPA, ya que responde a sefiales de activacion celular bajo estrés. Asi, facilita
el reclutamiento de mas proteinas ATG esenciales en la EPA, la organizacion, direccion y
formacion del fagoforo, la fijacion de vesiculas lipidicas y la creacion del autofagosoma.

ATG2A/B es crucial para la formacion del autofagosoma como parte del complejo
proteico ATG9/12-WIPI, necesario para el reclutamiento de ATG9.

ATG3 forma el complejo ATG12-ATG3, importante para mantener la homeostasis
mitocondrial.

ATG4A-D es una cisteina proteasa que modifica ATGS8, eliminando su ultimo
aminodcido y activando LC3.

ATGS es esencial en la formacion y elongacion del autofagosoma al formar el
complejo ATG12-ATGS e interactiia con ATG16.

Beclin 1 forma parte del complejo VPS34-PI3K e interactia con Bcl-2, facilitando la
union de lipidos y la formacion de membranas.

ATGT7 participa en la conjugacion de LC3 y ATG12, y se une a ATGS.

MAPI, LC3A-C, GABARAPs y GATE-16 son fundamentales en la formacion y
anclaje de la membrana del autofagosoma.

ATGIL1/L2 es una proteina transmembrana que colabora con el complejo ATG2-
WIPI y es vital para la formacion y expansion del fagoforo.

ATGIO0 es clave en la conjugacion de ATG12 con ATGS.

ATG12 forma un complejo con ATGS y ATG16.

ATGI13 es parte del complejo ULK-ATG13-ATG101-FIP200, necesario para el
inicio de la autofagia, interactuando con ATG1 y ATG101, entre otros.

ATGIA4L interviene en la formacién y curvatura de membranas y promueve su fusion,
siendo parte del complejo VPS34-PI3K e interactuando con Beclinl.

ATGI6L1/L2 se asocia al complejo ATG5-ATG12, que forma parte del complejo

enzimatico E3.
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RB1CC1/FIP200 contribuye al inicio de la autofagia y la formacion y curvatura de la
membrana, siendo parte del complejo ULK-ATG13-ATG101-FIP200.

WIPI1-4 facilita el reclutamiento de ATG9 en el autofagosoma como integrante del
complejo ATG2-WIPL

ATGI101 interactia con ATG13 y es parte del complejo ULK-ATG13-ATG101-
FIP200, participando en el inicio de la autofagia.

3.2.2 El proceso de la autofagia

Como se ha descrito, la autofagia es un proceso evolutivamente conservado en las
células y se compone de varios pasos relacionados entre si, que incluyen la induccion de la
autofagia, el ensamblaje y la formacion del autofagosoma, el acoplamiento y la fusion del
autofagosoma con membranas lisosomales, y la degradacion y recirculacion del contenido
intraautofagosomico en el autofagolisosoma (Glick et al., 2010; Yamamoto & Matsui, 2024)

(Figura 5).

3.2.2.1 La induccion de la autofagia

La inducciéon de la autofagia puede ser desencadenada por varios estimulos tanto
intracelulares como extracelulares, como la carencia de nutrientes (falta de aminoécidos, por
ejemplo). También hay otras circunstancias que pueden dar lugar a la inducciéon de la
autofagia, como el estrés oxidativo, que induciria la autofagia para reciclar organulos
dafiados, como las mitocondrias. El inicio de la formacion de la membrana de aislamiento o
fagoéforo, una estructura precursora de los autofagosomas, cuando existe una situacion de
estrés celular, ocurre en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE), aunque es necesaria
la contribucién de otros compartimentos intracelulares, como el aparato de Golgi.

En condiciones de abundancia de nutrientes, la quinasa mTORCI1 hiperfosforila
activamente a ATG13 y bloquea la interaccion de ATG13 con ULK1 y FIP200, impidiendo
la formacion del complejo ULK (Nazio & Cecconi, 2017). Sin embargo, cuando las células
son estimuladas por factores intracelulares y extracelulares inductores de la autofagia, se

inicia un proceso que permite la formacion de la EPA, un sitio crucial para la formacion de
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autofagosomas, donde casi todas las proteinas relacionadas con la autofagia se reunen
jerarquicamente, y de esta forma se inicia la autofagia. Esta estructura desempefia un papel
critico como una estructura de acoplamiento para el reclutamiento de proteinas ATG durante
la induccién de la autofagia. La formacion de la EPA requiere la activacion del complejo
quinasa ULK1/2-ATG13-RBCCI1/FIP200-ATG101. Este complejo es fundamental en el
inicio de la autofagia en la EPA al permitir el reclutamiento de mas proteinas ATG. FIP200
llega en primer lugar a la EPA y adopta una forma que permite su union a ULK1/2-ATG13.
ATG13 se une a ATG 17 y a ULK 1-2. Estas uniones permiten la activacion final de este
complejo central con actividad quinasa. Bajo condiciones inductoras de la autofagia, el
complejo ULK actiia como el complejo de inicio de la autofagia, siendo ATG13 una proteina
crucial para la localizacion de ULK1 en esta EPA vy la interaccion de FIP200 con ULK1. A
medida que se forma la EPA, otras unidades funcionales, como el complejo PI3KC3, el
sistema ATG9, el sistema de conjugacion ATG12 y el sistema de conjugacion LC3, se dirigen
a la EPA de manera jerarquica y participan en la formacion y ensamblaje de autofagosomas
(Imai et al., 2016; Levine & Kroemer, 2019; X. Li et al., 2020).

Después de la formacion del complejo ULK, el reclutamiento de vesiculas
citoplasmaticas que contienen ATG9 es el siguiente paso y estas vesiculas son esenciales en
la nucleacion de autofagosomas. La fosforilacion de ATGY por el complejo ULK permite el
reclutamiento de proteinas como LC3/ATG8 y WIPI1/2/ATHI1S, necesarias para la
expansion y elongacion del fagéforo. Una vez que los autofagosomas se fusionan con las
vacuolas, las vesiculas ATG9 se reciclan como nuevas vesiculas ATG9. La cantidad de
ATGY expresada en las células se relaciona con la frecuencia de formacion de
autofagosomas. Se ha observado que las vesiculas ATG9 se originan y se transportan desde
el aparato de Golgi en condiciones fisiologicas normales. Estudios recientes sugieren que el
inicio de la formacion de autofagosomas ocurre cuando las vesiculas ATG9 se unen con el

RE (Hu & Reggiori, 2022).
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Tabla 1: resumen de las principales proteinas implicadas en la autofagia y su funcion.

Proteina

ATG

ULK1/2

ATG2A/B

ATG3

ATG4A-D

ATGS

Beclin 1

ATG7

MAP1, LC3A-C,
GABARAPs y
GATE-16
ATGYL1/L2

ATG 10
ATG 12
ATG13
ATGI14L

ATG16L1/L2
RB1CC1/FIP200

WIPI1-4

ATG101
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Funcion

Esenciales para la formacion del autofagosoma y cada una tiene una funcién
especifica durante todo el proceso de la autofagia

Forma parte del complejo ULK1-2, crucial en el inicio de la autofagia en la
EPA

Fundamental para la formacion del autofagosoma, al formar parte del
complejo proteico ATG9/12-WIPI

Forma el complejo ATG12-ATG3, necesario para mantener la homeostasis
mitocondrial

Proteina cisteina proteasa que actiia sobre ATGS, eliminando su ultimo
aminoacido y activando LC3

Crucial en el proceso de formacion y elongacion del autofagosoma, al
formar el complejo ATG12-ATG5

Forma parte del complejo VPS34-PI3K e interactua con Bcl-2, permitiendo
la unién de lipidos y la formacion de membranas

Participa en la conjugacion de LC3 y ATG12 y se une a ATGS

Proteinas fundamentales en la formacion y anclaje de la membrana del
autofagosoma

Proteina transmembrana que interactia con el complejo ATG2-WIPI,
fundamental en la formacioén y expansion del fagoforo

Enzima clave en la conjugacion de ATG12 con ATGS

Forma un complejo con ATGS5 y ATG16

Forma parte del complejo ULK-ATG13-ATG101-FIP200, necesario para el
inicio de la autofagia

Participa en la formacion y la curvatura de membranas y promueve la fusion
de estas. Forma parte del complejo VPS34-PI3K

Se une al complejo ATG5-ATG12 y forma parte de complejo enzimatico E3
Participa en el inicio de la autofagia y la formacion y curvatura de la
membrana. Forma parte del complejo ULK-ATG13-ATG101-FIP200
Permite el reclutamiento de ATG9 en el autofagosoma ya que forma parte
del complejo ATG2-WIPI

Interactiia con ATG13 y forma parte del complejo ULK-ATG13-ATG101-
FIP200, implicado en el inicio de la autofagia
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3.2.2.2 El ensamblaje y la formacion del autofagosoma

El ensamblaje y la formacion final de un autofagosoma maduro implica la nucleacion
de multiples proteinas ATG en la EPA, la elongacién de la membrana de aislamiento y la
maduracion del autofagosoma. Como se ha descrito anteriormente, la EPA recluta multiples
proteinas ATG para la coordinacion y formacion de la membrana de aislamiento o fagéforo
(J. Wang et al., 2017). Este reclutamiento o nucleacion se inicia por el complejo ULK1/ATGI
y, cuando se producen circunstancias que inducen la autofagia, ULK1/ATG1 forma otro
complejo de proteinas con ATG13, FIP200/ATG17, ATG29 y ATG31, y este complejo
cambia de estructura para generar el complejo “andamio” de la EPA. Posteriormente, en la
EPA se une el complejo PI3K que participa en la formacion del fagoforo a través de la
interaccion y union de ATGI14L con ATGI13 (H. Huang et al., 2023). La activacion del
complejo quinasa lipidica de clase III (PI3K de clase III o PI3KC3) en el RE es un paso
crucial en todo el proceso y regulacion de la autofagia, produciendo unas estructuras llamadas
omegasomas. Estas estructuras, precursoras de los fagoforos, tienen una disposicion que
permiten el reclutamiento, a su vez, de otras proteinas como PtdIns3P, proteinas WIPL, y
ATG12-ATGS5-ATGI7L1. El complejo PI3KC3 tiene dos formas distintas: el complejo 1
(PI3KC3-Cl1) y el complejo 2 (PI3KC3-CII). Ambos contienen las subunidades VPS34,
VPS15 y Beclinl. Ademés, PI3KC3-C1 contiene el complejo ATG14L/Barkor y PI3KC3-
C2 contiene VPS38. El complejo PI3KC3-CI se localiza en la EPA y es responsable de la
produccion de fosfatidilinositol 3 fosfato, que es esencial para el alargamiento y la
finalizacion de los autofagosomas y su union a ATG18. El complejo PI3KC3-CII se localiza
en las membranas vacuolares y endosdmicas y desempefia un papel en el transporte de
vesiculas. En las células de mamiferos, Beclinl es un regulador central que interactua con
una multitud de proteinas, incluyendo ATG14L, VPS34, entre otras, permitiendo regular el
tamafio y el nimero de autofagosomas (H. Huang et al., 2023) (J. Wang et al., 2017).

Por otra parte, la proteina ATG9A se asocia con el complejo ATG2-WIPI y mediante la
interaccion con FIP200 se unen a la EPA (van Vliet et al., 2022). Estas complejas
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interacciones permiten la formacion del fagéforo o membrana de aislamiento que, una vez
formado, se alarga, envuelve y engulle porciones del citoplasma y los organulos.
Finalmente, la formacion final de esta membrana de aislamiento y como consecuencia
del autofagosoma, requiere, ademads, la participacion de dos sistemas de conjugacion
similares a la ubiquitina en los que estan implicadas varias proteinas ATG, entre las que
destacan, ATG12 y LC3. ATG12 se activa gracias a la enzima E1 (ATG7) y se conjuga con
ATGS mediante la enzima E2 (ATG10). Finalmente, se forma el complejo ATG12-ATGS5-
ATGI16L, crucial para la formacion del sistema de conjugacion LC3. LC3, proteina asociada
a microtubulos de cadena ligera 3, es el homologo en levadura de ATGS. LC3 se sintetiza
como una proteina precursora llamada proLC3. El péptido C-terminal de proLC3 se separa
mediante la accion de enzimas homologas a ATG4B de mamiferos, creando LC3-1. LC3-I,
que es una proteina soluble en el citosol, se activa mediante la enzima E1 (ATG7) y se
transfiere a la enzima E2 (ATG3). Luego, LC3-I se modifica y se convierte en una proteina
unida a la membrana, conocida como LC3-II. El complejo ATG12-ATG5-ATG16L actia
como una enzima en la reaccion de conjugacion de LC3-II. Este complejo es esencial para el
proceso de autofagia, ya que facilita la uniéon de LC3 a membranas (van Vliet et al., 2022).
El proceso de conjugacion y modificacion es esencial para que LC3 cumpla su funcion en la
elongacion de la membrana de los autofagosomas y la formacion de un autofagosoma maduro
con una membrana bilaminar cerrada, es decir, una membrana interna y externa (Schaaf et

al., 2016).

3.2.2.3 Acoplamiento y fusion del autofagosoma con lisosomas

Para el acoplamiento y la fusion de los autofagosomas con las membranas lisosomales
es necesario que los autofagosomas maduros sean transportados a la region perinuclear,
donde se encuentran los lisosomas para la fusion autofagosoma-lisosoma. Una vez se produce
este desplazamiento a la region perinuclear, se acoplan y fusionan inmediatamente con los
lisosomas, formando asi el autofagolisosoma (Lérincz & Juhész, 2020).

Los lisosomas ejerceran su funcion de degradacion de las macromoléculas

(membrana, proteinas u organulos) que contiene el autofagosoma, ya unido al lisosoma,
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Figura 5: Las vias moleculares y los mecanismos de sefializacion que controlan la autofagia (Glick
et al., 2010)

La autofagia es un proceso autodegradativo complejo que se desarrolla en varias etapas fundamentales:
(a) la formacion del fagdéforo es regulada por Beclin-1/VPS34 en el reticulo endopldsmico y otras
membranas en respuesta a sefiales de estrés;

(b) se produce la conjugacion de ATGS con ATG12, que interactia con ATG16L y se multimeriza en el
fagoforo;

(c) el procesamiento de LC3 permite su incorporacion en la membrana en expansion del fagéforo;

(d) se capturan objetivos, tanto aleatorios como selectivos, para su degradacion, se completa el
autofagosoma, y algunas moléculas de LC3-1I/ATGS son recicladas por ATG4, seguido de:

(e) la fusion del autofagosoma con el lisosoma permite que las proteasas lisosomales degraden las
moléculas ingeridas.
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mediante enzimas como las hidrolasas lisosdmicas, y de esta forma se obtienen aminoacidos
y péptidos que pueden ser reutilizados por las células (Tian et al., 2021).

Previamente se ha mencionado que uno de los organulos que también tiene una gran
implicacion en el proceso de la autofagia es el complejo de Golgi. A través de su superficie,
que contiene numerosos receptores para vesiculas, se produce el transporte bidireccional de
las mismas. Su papel es esencial para la formacion y almacenamiento de vesiculas que
puedan, ante una situacion de estrés, liberarse para permitir la formacion de autofagosoma

(De Tito et al., 2020).

3.3 Enfermedades no oncologicas relacionadas con la autofagia

La autofagia es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis celular, tisular
y del propio organismo, ya que permite la adaptacion al estrés celular y metabolico, la
degradacion de orgéanulos disfuncionales, proteinas y microoganismos intracelulares
patogenos y la prevencion del dafio gendmico. Una deficiencia del proceso de la autofagia,
causada por ejemplo por mutaciéon en algin gen A7G, se relaciona con enfermedades
humanas, como trastornos neurodegenerativos, infecciosos o el cancer. Por ello, la autofagia
y su regulacién se ha convertido en un objetivo potencial en medicina. Merece la pena
mencionar algunos genes que desempenan un papel crucial en la regulacion de la autofagia
y cuyas alteraciones pueden alterar el proceso y ser la causa del desarrollo de enfermedades
(Tabla 2):

ATGI16LI en la enfermedad de Crohn. Las personas con variantes genéticas de este
gen tienen niveles mas bajos de la proteina ATGI6LI y se ha relacionado con efectos
negativos en la regulacion de la autofagia y la respuesta inmunitaria (Amre et al., 2009). Los
estudios en ratones con esta variante muestran una disminucion en la depuracion de bacterias
intestinales y otros efectos perjudiciales en la mucosa intestinal (Homer et al., 2010).

ATGI16L2 en lupus eritematoso sistémico. El alelo ATGI6L2 RI114W se ha

relacionado con una mayor incidencia de esta enfermedad autoinmune (Lessard et al., 2016).
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ATGS en ataxia infantil y esclerosis sistémica. Alteraciones en este gen que produzcan
una pérdida de su funciéon se asocian con ataxia en nifios. Se han descrito, ademas,
alteraciones en A7GS5 que asocian con una mayor susceptibilidad a la esclerosis sistémica y
el lupus eritematoso sistémico (Mayes et al., 2014).

ATPG6AP?2 relacionada con trastornos tipo Parkinson. Mutaciones en ATP6AP2, que
tiene un papel en la funcion lisosomal y la autofagia, incluyendo deleciones de exones, estan
relacionadas con el desarrollo de parkinsonismo y trastornos del movimiento (H. V. Gupta
etal., 2015).

CLEC16A4 en diabetes (Soleimanpour et al., 2014) y esclerosis multiple. Alteraciones
en CLECI164 se asocian con multiples enfermedades autoinmunes. Estudios en ratones han
demostrado que pérdidas en la funcion de este gen producen defectos en la autofagia, ataxia
de Purkinje y otras enfermedades autoinmunes (Smits et al., 2023).

CTNS en cistinosis. Esta enfermedad causada por un defecto en el almacenamiento
lisosomal y que produce afectacion renal, entre otros o6rganos, se ha relacionado con
alteraciones en este gen y defectos en la via de la autofagia (Jaradat et al., 2015).

EPGS) en el sindrome de Vici. Mutaciones recesivas en EPGS causan el sindrome de
Vici, un trastorno neuroldgico multisistémico que afecta la fusion autofagica (Mahjoubi et
al., 2022).

GBA en la enfermedad de Gaucher y Parkinson. Las mutaciones en GBA/ causan la
enfermedad de Gaucher. Ademas, las mutaciones heterocigotas en GBAI predisponen a la
enfermedad de Parkinson debido a defectos en la funcion lisosomal y la autofagia (Smith &
Schapira, 2022).

GRN en demencia frontotemporal y lipofuscinosis neuronal ceroid. Las mutaciones
de pérdida de funcion en GRN comprometen la funcion lisosomal y la autofagia, lo que se
asocia con estas dos entidades clinicas (Gerrits et al., 2022).

LAMP? en la cardiomiopatia de Danon. La pérdida de la funcion del gen LAMP2 en
el cromosoma X da como resultado la cardiomiopatia de Danon, una enfermedad
caracterizada por la acumulacion de autofagosomas y disfuncion autofagica (D. Liu et al.,

2023).
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PIK3R4 (VPSI15) en la atrofia cortical y epilepsia. Las mutaciones en PIK3R4, un
componente del complejo Beclin 1, estdn asociadas a trastornos neuromusculares y del
movimiento (Y. Liu et al., 2022).

SNX14 en la ataxia espinocerebelosa autosémica recesiva. SNX14 tiene un papel
relevante en la formacion del autofagosoma y una mutacién que provoque la pérdida de su
funcion se ha relacionado con esta enfermedad (Bryant et al., 2018).

SPGI11, SPG15 y SPG49 en la Paraplejia Espastica Hereditaria. Estos genes estan
involucrados en la union del autofagosoma con el lisosoma y, mutaciones en ellos, pueden
contribuir a esta enfermedad neuroldgica (Pedroso et al., 2023).

WDR45 (WIPI4) en la enfermedad neurodegenerativa asociada a proteina beta-
amioloide. WDRA45 se une al fosfoinositol 3-fosfato e interacttia con ATG2 y ATG9. Se ha
relacionado este gen con esta enfermedad neurodegenerativa (Cong et al., 2021).

AT-1 (SLC33A41) en paraplejia espastica, retraso del desarrollo y trastornos del
espectro autista. Este gen tiene un papel en la lisis lisosomal del autofagosoma y su alteracion
se ha relacionado con estas complejas enfermedades (Hullinger et al., 2016).

C9orf72 en la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y demencia frontotemporal. La
alteracion del gen C90rf72 es una de las causas genéticas mas comunes de ELA y demencia
frontotemporal. Este gen regula la autofagia y la homeostasis lisosomal (Brown et al., 2021).

GPR65 en la enfermedad inflamatoria intestinal. Este gen también esta relacionado
con la autofagia y una mutacion inactivadora altera la acidificacion lisosomal, disminuye la
eliminacion de bacterias intracelulares y altera el metabolismo de los lipidos (G. Li et al.,
2023).

IRGM en enfermedad hepatica no alcoholica por acumulacion de grasa (Ren et al.,
2024) y la enfermedad de Crohn (Mehto et al., 2019). IRGM participa en la formacion y
activacion de la maquinaria de autofagia.

RAB7A en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 2B. Las mutaciones en RAB7A
reducen el flujo autofagico en células HelLa y fibroblastos y se han relacionado con esta
enfermedad (Cogli et al., 2013).

PTPN?2 en la enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes tipo 1 y artritis juvenil.

SNPs en este gen se han asociado a estas enfermedades. Se trata de un gen que codifica una
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proteina tirosina fosfatasa no receptora y cuya funcion se relaciona con los macréfagos y la
lisis de autofagosomas (Spalinger et al., 2020).
Existen otras multiples enfermedades no oncologicas relacionadas con la via de la

autofagia en alguno de sus puntos importantes y el conocimiento sobre todo ello esta en auge.

Tabla 2: Alteraciones en genes implicados en la autofagia que estan relacionadas con diversas

enfermedades no oncologicas.

Gen Enfermedad Descripcion

ATGI6L1 Enfermedad de Crohn Niveles mas bajos de la proteina ATG16L1 se han
relacionado con efectos negativos en la regulacion de
la autofagia y la respuesta inmunitaria.

ATG16L2 Lupus eritematoso El alelo ATG16L2 R114W se ha relacionado con una

sistémico mayor incidencia.

ATGS Ataxia infantil y esclerosis = Alteraciones en A7GS5 asocian con una mayor
sistémica susceptibilidad a la esclerosis sistémica y el lupus

eritematoso sistémico.

ATP6AP2 Trastornos tipo Parkinson Mutaciones en ATP6AP2, que tiene un papel en la
funcion lisosomal y la autofagia, incluyendo
deleciones de exones.

CLECI16A4 Diabetes y esclerosis Pérdidas en la funcion de este gen producen defectos

multiple en la autofagia, ataxia de Purkinje y otras
enfermedades autoinmunes.

CTNS Cistinosis Defecto en el almacenamiento lisosomal con posible
afectacion multiorgéanica.

EPG5 Sindrome de Vici Mutaciones recesivas en EPG5 afectan la fusion
autofagica.

GBA Enfermedad de Gauchery = Las mutaciones en GBAI causan defectos en la

Parkinson funcion lisosomal y la autofagia.

GRN Demencia frontotemporal y = Las mutaciones de pérdida de funcion en GRN
lipofuscinosis neuronal comprometen la funcion lisosomal y la autofagia.
ceroid

LAMP2 Cardiomiopatia de Danon = La pérdida de la funcion del gen LAMP?2 produce la
acumulacion de autofagosomas y disfuncion
autofagica.

PIK3R4 Atrofia cortical y epilepsia = Las mutaciones en PIK3R4, (complejo Beclin 1)

(VPS15) estan asociadas a trastornos neuromusculares y del
movimiento.

SNX14 Ataxia espinocerebelosa SNX14 tiene un papel relevante en la formacion del

autosdmica recesiva

autofagosoma.
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SPGI11, SPGI5
y SPG49
WDR45
(WIPI4)

AT-1

(SLC33A1)

Corf72

GPR65

IRGM

RAB7A

PTPN2

Paraplejia Espastica
Hereditaria

Enfermedad
neurodegenerativa asociada
a proteina beta-amioloide

Paraplejia espastica, retraso
del desarrollo y trastornos
del espectro autista
Esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) y
demencia frontotemporal
Enfermedad inflamatoria
intestinal

Enfermedad hepatica no
alcohdlica por acumulacion
de grasa y la enfermedad
de Crohn

Enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth tipo 2B
Enfermedad inflamatoria
intestinal, diabetes tipo 1y
artritis juvenil

Estos genes estan involucrados en la union del
autofagosoma con el lisosoma.

WDR45 se une al fosfoinositol 3-fosfato e interacttia
con ATG2 y ATGY.

Este gen tiene un papel en la lisis lisosomal del
autofagosoma.

Este gen regula la autofagia y la homeostasis
lisosomal.

Una mutacion inactivadora altera la acidificacion
lisosomal, disminuye la eliminacion de bacterias
intracelulares y altera el metabolismo de los lipidos.
IRGM participa en la formacion y activacion de la
magquinaria de autofagia.

Las mutaciones en RAB74 reducen el flujo
autofagico en células HeLa y fibroblastos.

SNPS en este gen se han asociado a estas
enfermedades. Se trata de un gen que codifica una
proteina tirosina fosfatasa no receptora y cuya
funcion se relaciona con los macréfagos y la lisis de
autofagosomas.

4. La autofagia y su relacion con el cancer

En el cancer, la autofagia desempefia un papel importante (Debnath et al., 2023; J.

Liu & Debnath, 2016) y que incluye funciones con actividad supresora, neutral y promotora

de tumores. Este papel va a depender de diferentes condiciones como el nivel de estrés en el

microambiente tumoral, la disponibilidad de nutrientes, las condiciones patogenas y el

sistema inmunoldgico (Burada et al., 2015).

En el desarrollo del céncer, el papel de la autofagia depende del tipo de cancer, el

estadio y la base molecular y genética. Por un lado, la autofagia mantiene la estabilidad

gendmica, evitando el dafio tisular persistente, el dafio celular y la inflamacion, al tener una

funcion de control de calidad de proteinas y orgénulos, que incluye la eliminacion de

mitocondrias y proteinas disfuncionales (Degenhardt et al., 2006). También, puede actuar

como supresor de tumores evitando la acumulacién de agregados proteicos oncogénicos y,
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por tanto, frustrando la iniciacidn, proliferacion, invasion y metéstasis del tumor,
especialmente en las fases tempranas de la carcinogénesis (Russell & Guan, 2022). Por otro
lado, se ha descrito sobre todo en las etapas avanzadas del cancer, el papel de la autofagia
como un escudo celular, fortaleciendo mecanismos de supervivencia y defensa (Yun & Lee,
2018). Protege mitocondrias funcionales, reduce el dafio al ADN y aumenta la resistencia de
las células cancerosas contra factores estresantes, como la escasez de nutrientes, hipoxia,
dafio al ADN, estrés metabolico y los tratamientos sistémicos, como la QT. Por ello, también
juega un papel importante en el mantenimiento del metabolismo, crecimiento y supervivencia
del tumor, fomentando la tumorogénesis y favoreciendo la resistencia a los agentes
terapéuticos (Russell & Guan, 2022)

El nivel de expresion de genes relacionados con la autofagia varia en diferentes tipos
de cancer. Beclinl es un gen esencial en la autofagia y diversos estudios han demostrado una
falta de expresion de este gen en canceres como el de mama, ovario, prostata, pulmén o de
higado, lo que indica el papel de este gen como supresor de tumores (Prerna & Dubey, 2022).
A su vez, se han encontrado alteraciones genéticas, como mutaciones o deleciones, en otros
genes relacionados con la autofagia como ATG2, ATGS5, ATG9, ATGI12, ATG16 en el CCR
(Jinetal., 2024) o cancer gastrico (M. Wang et al., 2021). La deleciéon homocigotica de ATGS
se ha relacionado con el cancer de higado en modelos de ratén, al igual que mutaciones

puntuales en ATG5 en el cancer gastrico, colorrectal, prostata y de higado (Z. Ma et al., 2024).

4.1 La autofagia y su relacion con el cancer colorrectal

La desregulacion de la autofagia en el CCR es un fendmeno bien documentado, y se
ha observado una alteracion de moléculas clave de este proceso, como Beclinl,
p62/sequestosoma y LC3, en un gran porcentaje de carcinomas colorrectales (Park et al.,
2013). Ademas, estudios genéticos han revelado que los genes implicados en la autofagia
suelen presentar mutaciones en las células del cancer de colon. Entre estos, los reguladores
positivos de la autofagia, como Bif-1, juegan un papel crucial en el desarrollo de varios tipos
de cancer, incluyendo el adenocarcinoma de colon (Coppola et al., 2008). La capacidad de la

autofagia para actuar como un mecanismo de resistencia al tratamiento es de particular
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interés, ya que prolonga la supervivencia de las células tumorales. Este proceso también
contribuye al mantenimiento y supervivencia de las células madre del CCR durante el
tratamiento con oxaliplatino, un agente quimioterapéutico comunmente utilizado (H. Z. Yang
etal., 2015). Asimismo, tiene un papel clave en la respuesta a otros tratamientos ampliamente
utilizados en CCRm como los anticuerpos monoclonales contra EGFR (Zhou et al., 2021) o
los anticuerpos monoclonales dirigidos al receptor del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) (W. Li et al., 2024).

En relacion con la importancia de la autofagia en la respuesta al tratamiento, se ha
demostrado que la inhibiciéon de la autofagia con hidroxicloroquina puede potenciar la
eficacia del vorinostat, un inhibidor de histona deacetilasa, en modelos preclinicos y estudios
clinicos en fases iniciales de CCRm (S. Patel et al., 2016). Por otro lado, la autofagia
descontrolada también puede jugar un papel en la regulacion de la inflamacion y en la
modulacidon de los procesos inmunitarios multicelulares, afectando a una variedad de células
inmunitarias, como macrofagos, células T y B, neutréfilos y células dendriticas (Gerada &
Ryan, 2020). Ademas, influye en las respuestas de memoria inmunitaria, la diferenciacion
celular y la estabilidad gendmica, y puede incluso inducir la muerte celular a través de varias
vias (Galluzzi et al., 2015). Especificamente, se ha descubierto que la autofagia regula la
inmunidad a través de sefiales dependientes del inflamasoma NLRP3 y mediante la accion
de proteinas ATG que operan independientemente del inflamasoma (Deretic et al., 2013;
Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018; Ngabire & Kim, 2017). A pesar de estos descubrimientos
que destacan la relevancia de la autofagia en el desarrollo del CCR, la supervivencia de las
células tumorales y la inmunidad del huésped, atin no se comprende completamente como
este proceso bioldgico influye en el CCR, lo que podria depender de su regulacion a lo largo
de la progresion de la enfermedad (Galluzzi et al., 2015).

Las variantes genéticas conocidas como SNPs representan la forma mas comun de
variacion genética en la poblacion humana (Taylor et al., 2001). Los SNPs, al introducir
cambios sutiles en la secuencia del ADN, tienen la capacidad de influir en la expresion génica
y en la funcion de las proteinas codificadas, actuando como moduladores clave en numerosos
procesos biologicos (Erichsen & Chanock, 2004). Dependiendo de su ubicacion, los SNPs

pueden afectar regiones codificantes, reguladoras o de splicing de los genes, lo que puede
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resultar en una alteracion de los niveles de transcripcion, la estabilidad del 4cido ribonucleico
mensajero (ARNm) o la eficiencia de la traduccion. En el contexto del cancer, estos cambios
pueden desempefiar un papel crucial, modulando la susceptibilidad a la enfermedad, su
progresion y la respuesta al tratamiento (Clapper, 2000). En particular, los SNPs en genes
relacionados con la autofagia pueden alterar la regulaciéon de este proceso, que es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis celular y la respuesta al estrés
(Tamargo-Gomez et al., 2020), y, por lo tanto, afectar la evolucion de enfermedades como el
CCR.

Dado el papel central de la autofagia en la carcinogénesis, supervivencia y el
crecimiento celular, las investigaciones sobre variantes genéticas en genes relacionados con
este proceso y su posible relacion con el riesgo de CCR y el prondstico de los pacientes
ofrecen la oportunidad de conocer mejor los mecanismos moleculares subyacentes en la
carcinogénesis. Hasta la fecha, se ha descrito un niimero limitado de SNPs en genes de
autofagia que se asocian con un mayor riesgo de CCR (Nicoli et al., 2014; Zeng et al., 2016)
o que influyen en la supervivencia de los pacientes (Grimm et al., 2016). Sin embargo, estos
estudios son aun incipientes, y se requiere una comprension mas profunda de como estas
variantes genéticas pueden modular la funcién de la autofagia y, en ultima instancia,
contribuir al desarrollo y al prondstico de la enfermedad.

En este contexto, nuestro estudio se propuso realizar una evaluacion exhaustiva de las
variantes germinales en genes relacionados con la autofagia, evaluando su asociacion tanto
con el riesgo de CCR como con el prondstico de los pacientes. Ademads, dado que la autofagia
mantiene una estrecha interaccion con las respuestas inmunitarias del huésped (Grimm et al.,
2016; Y. Ma et al., 2013), nuestra investigaciéon también se enfocd en evaluar las
consecuencias funcionales a nivel inmunologico de los SNPs mas relevantes.

En definitiva, con este estudio, pretendemos ampliar el conocimiento sobre la
implicacion de los genes de autofagia en el CCR, profundizando en los mecanismos
funcionales que vinculan estas variantes genéticas con el desarrollo y el pronostico de la

enfermedad.
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HIPOTESIS

El CCR es una de las principales causas de muerte a nivel global y su desarrollo se
debe a factores genéticos y ambientales. La autofagia, un proceso celular esencial para
mantener la homeostasis, esta regulada por genes especificos y juega un papel crucial en la
respuesta al estrés celular y la eliminacion de componentes intracelulares dafiados. Recientes
estudios han demostrado la importancia de la autofagia en la patogénesis del CCR.

Este estudio propone investigar la relacion entre SNPs en 234 genes de autofagia y el
CCR, analizando tanto el riesgo de CCR como el pronoéstico de los pacientes. Se plantea que
las variaciones en estos genes pueden influir en la susceptibilidad a desarrollar CCR a través
de la modulacién del flujo de autofagia y determinar otros importantes procesos como la
respuesta inmunitaria e inflamatoria, procesos cruciales en la progresion del céancer.
Demostrar que las variantes genéticas influyen sobre el riesgo a desarrollar CCR y el
prondstico de los pacientes podria ayudar a sentar las bases para futuras investigaciones en

prevencion y tratamiento de esta grave enfermedad.

En este contexto, nuestras hipdtesis son las siguientes:

1. Influencia genética en la predisposicion al CCR: Las variaciones genéticas en los
genes relacionados con la autofagia desempefiarian un papel crucial en el riesgo de
desarrollar CCR. Los polimorfismos en estos genes modificarian procesos bioldgicos

fundamentales, influyendo en la susceptibilidad del individuo al desarrollo de CCR.

2. Influencia de los marcadores genéticos de la autofagia en la SG de los pacientes
con CCR: La variacion genética germinal en los genes de la via de la autofagia
influiria en el pronostico de los pacientes con CCR y, por ende, en su supervivencia.
Los resultados de este estudio aportarian informacion sobre los mecanismos por los

cuales estas variaciones genéticas contribuyen al pronostico de los pacientes.

73



Hipdotesis

74

3. Funcion especifica de los SNPs: Ciertos SNPs en genes relacionados con la
autofagia actuarian como factores determinantes en la modulacion del riesgo de CCR
y su progresion, influyendo en la respuesta inmunitaria y en otras vias bioldgicas
implicadas en la patogénesis del cancer. La alteracion de la respuesta inmunitaria del
huésped, la modificacion del recuento de células sanguineas y la variacion en los
niveles séricos de proteinas inflamatorias estarian influenciadas por estos SNPs en

los genes de autofagia.
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OBJETIVOS

Basado en nuestras hipotesis de partida, el objetivo principal del estudio fue investigar

la influencia de las variantes genéticas relacionadas con la autofagia en el riesgo a desarrollar

CCR y su impacto sobre el prondstico de los pacientes.
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Para conseguir este objetivo principal, se establecieron varios objetivos especificos:

Analizar exhaustivamente las variantes genéticas en 234 genes relacionados con la
autofagia para determinar su asociacion con el riesgo de CCR. Este andlisis incluye
el genotipado y el meta-andlisis de datos obtenidos en cuatro grandes cohortes
europeas.

Analizar si los marcadores genéticos relacionados con la autofagia influyen en el
pronostico de los pacientes definido a través de la SG.

Realizar una caracterizacion funcional para evaluar el impacto de los SNPs asociados
con el riesgo a desarrollar CCR y la SG de los pacientes en la modulacion de la
respuesta inmune mediante estudios de estimulacion in vitro en PBMCs, el andlisis
del recuento de poblaciones celulares en sangre periférica y el andlisis de
biomarcadores inflamatorios y hormonas esteroides en suero.

Investigar si los SNPs significativamente asociados con el riesgo a desarrollar CCR
y la SG de los pacientes influyen sobre el flujo de la autofagia, utilizando
experimentos de estimulacion e inhibicion de la autofagia en una cohorte de donantes
sanos.

Predecir, mediante herramientas bioinformaticas (andlisis in silico), el posible
impacto funcional de los SNPs asociados con el riesgo a desarrollar CCR y la SG de
los pacientes en diferentes tipos de células humanas y su correlacion con la expresion
de ARNm en tejidos especificos, con el fin de comprender mejor el papel de estas

variantes en la patogénesis y prondstico del CCR.
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MATERIAL Y METODOS

1. Poblacion de estudio

Para el analisis de asociacion de las variantes genéticas con el riesgo de CCR, el
estudio incluyo6 cuatro poblaciones europeas. La primera de ellas incluy6 7998 individuos
(4485 pacientes con CCR y 3513 controles sanos) reclutados en el contexto del estudio
DACHS en el suroeste de Alemania. En esta cohorte, habia una proporciéon mayor de
hombres (60.6%) en comparacion con mujeres (39.4%) entre los casos de CCR, la mayoria
en el rango de edad de 60 a 79 afios. Un 14.4% report6 tener antecedentes familiares de CCR.
Del total de casos, el 40.1% nunca habia fumado y el 43.8% eran exfumadores. Una gran
proporcion presentaba un indice de masa corporal (IMC) de 25-29.9 kg/m? (42.4%) y el
27.8% habia tomado anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) regularmente. Ademas, un
84.1% de los casos habia participado en programas de cribado de CCR. (La tabla S1
proporciona las caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes). Los casos de
CCR fueron seleccionados entre pacientes atendidos en hospitales de la region de Rhein-
Neckar-Odenwald tras su primer diagnostico. Los controles se emparejaron segin su género,
grupo de edad (definido en intervalos de cinco afios) y lugar de residencia, siendo contactados
por correo y teléfono. Se obtuvieron datos demograficos, antecedentes de colonoscopias,
informacion sobre dieta, medidas antropométricas, actividad fisica, uso de medicacion
(estatinas, AINEs, terapia hormonal para la menopausia etc.), factores reproductivos, estilo
de vida e historia familiar mediante entrevistas presenciales con cuestionarios
estandarizados. Los participantes debian tener al menos 30 afios y capacidad para completar
la entrevista.

Las otras tres cohortes del estudio utilizadas para el andlisis de asociacion con el
riesgo de CCR incluyeron el estudio CCRGen, el estudio COloRectal cancer Study of Austria
(CORSA) y el estudio Czech Republic Colorectal Cancer Study (CCS). El estudio CCRGen
reunié muestras de 948 pacientes espafioles con CCR y 1076 controles sanos. En cuanto al

género, en los pacientes con CCR predominaban los hombres (64.45%) frente a las mujeres
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(35.55%). Entre los controles, la distribucion fue mas equitativa con un 51.02% de hombres
y un 48.98% de mujeres. La mayoria de los casos de CCR se concentraron entre los 60-69
afios (30.17%) y los 70-79 afios (33.76%), mientras que los controles también se
concentraron, en gran medida, en los grupos de edad de 60-69 afios (35.50%) y 70-79 afios
(24.63%). Un 43.67% de los pacientes con CCR nunca habia fumado, mientras que un
40.82% eran exfumadores. Entre los controles, un 51.39% nunca habia fumado y un 31.13%
eran exfumadores. La mayoria de los casos de CCR tenia un IMC entre 25-29.9 kg/m?
(40.19%), similar a los controles. El 14.78% de los pacientes con CCR tomaba AINEs, en
contraste con un 27.53% de los controles. En esta cohorte también se recogieron datos de
PRS (puntuacién de riesgo poligénico) y los pacientes con CCR se distribuyeron segun si su
puntuaciéon era baja (22.25%), media (34.18%) o alta (43.57%). La mayor parte de los
tumores estaban localizados en el lado izquierdo (71.84%), mientras que un 26.79% se
encontraron en el lado derecho. (En la tabla S2 se presentan las caracteristicas de los pacientes
de manera mas detallada). Finalmente, el estudio CORSA incluy6 968 casos y 848 controles
negativos en colonoscopias y el estudio CCS reclut6 a 1605 casos de CCR y 1633 controles
sanos.

Para el andlisis de asociacion con la SG, se utilizaron las poblaciones de DACHS y
CRCgen y la poblacion de CRC Jaén como cohorte de replicacion. Esta tltima cohorte
incluy6 212 muestras de pacientes con CCR con una media de edad de 61 afios, siendo la
mayoria hombres. El 41,52% de los pacientes tenia un CCR estadio IV, mientras que un
37,27% tenia un estadio III. Para el analisis de SG, la media de tiempo de seguimiento fue
4491 meses. (La tabla S3 proporciona las caracteristicas clinicas de los pacientes)

Todos los participantes del estudio dieron su consentimiento informado por escrito y
las investigaciones fueron aprobadas por los comités éticos de las instituciones
correspondientes: Medizinische Fakultit Heidelberg (DACHS 310/2001), HUB (PR151/14),
Medical University of Vienna (MUW EK Nr. 703/2010), la "Ethikkommission Burgenland"
(KRAGES 33/2010) y el Institute of Experimental Medicine. Una informacion detallada de
estas poblaciones se ha incluido en publicaciones cientificas previas (Fernandez-Rozadilla et

al., 2013; F. Guo et al., 2020; Hofer et al., 2017; Huyghe et al., 2018; Schmit et al., 2019).
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Para el estudio CRC Jaén, se obtuvo el informe favorable del Comité de Etica de la
Investigacion Provincial de Jaén (Figura S1). Posteriormente, las muestras fueron recogidas
en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario de Jaén una vez que los
pacientes firmaron el consentimiento informado. Esta coleccion de muestras entrd a formar
parte del Biobanco de Andalucia. Alicuotas de las muestras de esta coleccion estan

disponibles en el centro de genomica GENYO (www.genyo.es) donde se realizaron los

estudios genéticos.

2. Seleccion de genes y SNPs, genotipado, analisis de asociacion y meta-analisis

2.1 Seleccion de genes

Para seleccionar los genes relacionados con la ruta de la autofagia, se utiliz6 la Human

Autophagy Database disponible en el sitio web (http://autophagy.lu/index.html). Esta base
de datos especializada ofrece informacion genética y funcional completa sobre genes
implicados en la autofagia, ademds de herramientas y recursos para la investigacion,
incluyendo datos de secuencias, estructuras y variantes genéticas. En total, se seleccionaron

234 genes (Tabla 3).

Tabla 3: Lista de los 234 genes relacionados con la autofagia seleccionados de la Human Autophagy
Database (http://autophagy.lu/index.html).

GEN NOMBRE
AMBRAI autophagy/beclin-1 regulator 1
APOLI1 apolipoprotein L, 1
ARNT aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
ARSA arylsulfatase A
ARSB arylsulfatase B
ATF4 activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element B67)
ATF6 activating transcription factor 6
ATG10 ATG10 autophagy related 10 homolog (S. cerevisiae)
ATG12 ATG12 autophagy related 12 homolog (S. cerevisiae)
ATG16L1 ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae)
ATG16L2 ATG16 autophagy related 16-like 2 (S. cerevisiae)
ATG2A4 ATG?2 autophagy related 2 homolog A (S. cerevisiae)
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ATG2B
ATG3
ATG4A4
ATG4B
ATG4C
ATG4D
ATGS
ATG5B
ATG7
ATG7B
ATGY9A4
ATGY9B
ATIC

BAG1
BAG2
BAG3
BAKI1
BAX
BCL2
BCL2L1
BECNI
BID
BIRCS5
BIRC6
BNIPI
BNIP3
BNIP3L
C120rf44
Cl170rf88
CALCOCO2
CAMKK?2
CANX
CAPNI
CAPNI10
CAPN2
CAPNS1
CASP1

CASP2
CASP3
CASP4
CASPS
CcCL2
CCR2
CD46

ATG?2 autophagy related 2 homolog B (S. cerevisiae)
ATG3 autophagy related 3 homolog (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog A (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog B (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog C (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog D (S. cerevisiae)
ATGS autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
ATGS autophagy related 5 homolog B (S. cerevisiae)
ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae)
ATG?7 autophagy related 7 homolog B (S. cerevisiae)
ATGY autophagy related 9 homolog A (S. cerevisiae)
ATGY autophagy related 9 homolog B (S. cerevisiae)
S-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP cyclohydrolase
BCL2-associated athanogene
BCL2-associated athanogene 2
BCL2-associated athanogene 3
BCL2-antagonist/killer 1
BCL2-associated X protein
B-cell CLL/lymphoma 2
BCL2-like 1
beclin 1, autophagy related
BH3 interacting domain death agonist
baculoviral IAP repeat-containing 5
baculoviral IAP repeat-containing 6
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 1
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like
chromosome 12 open reading frame 44
chromosome 17 open reading frame 88
calcium binding and coiled-coil domain 2
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta
calnexin
calpain 1, (mu/l) large subunit
calpain 10
calpain 2, (m/Il) large subunit
calpain, small subunit 1
caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta,
convertase)
caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
chemokine (C-C motif) ligand 2
chemokine (C-C motif) receptor 2
CD46 molecule, complement regulatory protein

&5



Material y Métodos

CDKNIA
CDKNIB
CDKN2A
CFLAR
CHMP2B
CHMP3B
CHMP4B
CLN3
CTSB
CTSD
CTSL1
CX3CLI
CXCR4
DAPKI
DAPK2
DDIT3
DIRAS3
DLCI
DNAJBI
DNAJBY
DRAM1
EDEM1
EEF2
EEF2K
EGFR

EIF2AK2
EIF2AK3
EIF2S1
EIF4EBPI
EIF4G1
ERBB2

ERNI
EROIL
FADD
FAM48A4
FAS
FKBPIA
FKBPIB
FOS
FOX01
FOX03
GAA
GABARAP
GABARAPLI1
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cyclin-dependent kinase inhibitor 14 (p21, Cipl)
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kipl)
cyclin-dependent kinase inhibitor 24 (melanoma, p16, inhibits CDK4)
CASPS8 and FADD-like apoptosis regulator
chromatin modifying protein 2B
chromatin modifying protein 3B
chromatin modifying protein 4B
ceroid-lipofuscinosis, neuronal 3
cathepsin B
cathepsin D
cathepsin L1
chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
chemokine (C-X-C motif) receptor 4
death-associated protein kinase 1
death-associated protein kinase 2
DNA-damage-inducible transcript 3
DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3
deleted in liver cancer 1
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9
DNA-damage regulated autophagy modulator 1
ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1
eukaryotic translation elongation factor 2
eukaryotic elongation factor-2 kinase
epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-
b) oncogene homolog, avian)
eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2
eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa
eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1
eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2,
neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian)
endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1
EROI-like (S. cerevisiae)
Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
family with sequence similarity 48, member A
Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
FK506 binding protein 14, 12kDa
FK506 binding protein 1B, 12.6 kDa
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
forkhead box O1
forkhead box O3
glucosidase, alpha; acid
GABA(A) receptor-associated protein
GABA(A) receptor-associated protein like 1
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GABARAPL2
GABARAPL3
GAPDH
GNAI3

GNB2L1

GOPC
GRID1
GRID2
HDACI
HDAC6
HDAC7

HGS

HIFI1A

HSP90AB1
HSPAS5
HSPAS
HSPBS8

IFNG
IKBKB

IKBKE

1124
IRGM
ITGA3
ITGA6
ITGB1

ITGB4
ITPRI1
KIAA0226
KIAA0652
KIAA0831
KIF5B
KLHL24
LAMPI
LAMP2
MAPILC3A
MAPILC3B
MAPILC3C
MAP2K7
MAPKI
MAPK3

GABA(A) receptor-associated protein-like 2
GABA(A) receptor-associated protein-like 3
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting
activity polypeptide 3
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like
1
golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing
glutamate receptor, ionotropic, delta 1
glutamate receptor, ionotropic, delta 2
histone deacetylase 1
histone deacetylase 6
histone deacetylase 7
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix
transcription factor)
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1
heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa)
heat shock 70kDa protein 8
heat shock 22kDa protein 8
interferon, gamma
inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
beta
inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
epsilon
interleukin 24
immunity-related GTPase family, M
integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
integrin, alpha 6
integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29
includes MDF2, MSK12)
integrin, beta 4
inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1
KIAA0226
KIAA0652
KIAA0831
kinesin family member 5B
kelch-like 24 (Drosophila)
lysosomal-associated membrane protein 1
lysosomal-associated membrane protein 2
microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta
microtubule-associated protein 1 light chain 3 gamma
mitogen-activated protein kinase kinase 7
mitogen-activated protein kinase 1
mitogen-activated protein kinase 3
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MAPKS8
MAPKSIPI
MAPKY9
MBTPS2
MLSTS8
MTMRI14
MTOR

MYC
NAF1
NAMPT
NBRI1
NCKAPI
NFE2L2
NFKBI
NKX2-3
NLRC4
NPCI1
NRGI1
NRG2
NRG3
P4HB
PARK?2
PARPI
PEAIS
PELPI
PEX14
PEX3
PEX6
PIK3C3
PIK3R4
PINK1
PPPIRI5A
PRKABI
PRKARIA

PRKCD
PRKCQ
PTEN
PTK4
PTKG6
RABI1A
RABIA
RAB24
RAB33B
RABSA
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mitogen-activated protein kinase 8
mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1
mitogen-activated protein kinase 9
membrane-bound transcription factor peptidase, site 2
MTOR associated protein, LSTS homolog (S. cerevisiae)
myotubularin related protein 14
mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
nuclear assembly factor 1 homolog (S. cerevisiae)
nicotinamide phosphoribosyltransferase
neighbor of BRCAI gene 1
NCK-associated protein 1
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
NK?2 transcription factor related, locus 3 (Drosophila)
NLR family, CARD domain containing 4
Niemann-Pick disease, type C1
neuregulin 1
neuregulin 2
neuregulin 3
prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide
Parkinson disease (autosomal recessive, juvenile) 2, parkin
poly (ADP-ribose) polymerase 1
phosphoprotein enriched in astrocytes 15
proline, glutamate and leucine rich protein 1
peroxisomal biogenesis factor 14
peroxisomal biogenesis factor 3
peroxisomal biogenesis factor 6
phosphoinositide-3-kinase, class 3
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4
PTEN induced putative kinase 1
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 154
protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit
protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha (tissue
specific extinguisher 1)
protein kinase C, delta
protein kinase C, theta
phosphatase and tensin homolog
PTK4 protein tyrosine kinase 4
PTKG6 protein tyrosine kinase 6
RABI1A, member RAS oncogene family
RABI1A, member RAS oncogene family
RAB24, member RAS oncogene family
RAB33B, member RAS oncogene family
RABS5A, member RAS oncogene family
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RAB7A
RACI

RAF1
RB1
RBICCI
RELA
RGS19
RHEB
RPS6KB1
RPTOR
SARIA
SERPINAI

SESN2
SH3GLBI
SIRTI

SIRT2

SPHKI
SPNS1
SOSTMI
STI3

STK11
TBK1
TFEB

TMISF1
TMEM49
TMEM74
TNFSF10
TP53
TP53INP2
TP63
TP73
1SCI
SC2
TUSCI
ULK1
ULK2
ULK3
ULK4
USPI10

UVRAG

VAMP3

RAB7A, member RAS oncogene family
ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
binding protein Racl)
v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1
retinoblastoma 1
RB1-inducible coiled-coil 1
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
regulator of G-protein signaling 19
Ras homolog enriched in brain
ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1
regulatory associated protein of MTOR, complex 1
SARI homolog A (S. cerevisiae)
serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase,
antitrypsin), member 1
sestrin 2
SH3-domain GRB2-like endophilin Bl
sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 (.
cerevisiae)
sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (.
cerevisiae)
sphingosine kinase 1
spinster homolog 1 (Drosophila)
sequestosome 1

suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70 interacting
protein)
serine/threonine kinase 11
TANK-binding kinase 1
transcription factor EB
transmembrane 9 superfamily member 1
transmembrane protein 49
transmembrane protein 74
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
tumor protein p53
tumor protein p53 inducible nuclear protein 2
tumor protein p63
tumor protein p73
tuberous sclerosis 1
tuberous sclerosis 2
tumor suppressor candidate 1
unc-51-like kinase 1 (C. elegans)
unc-51-like kinase 2 (C. elegans)
unc-51-like kinase 3 (C. elegans)
unc-51 like kinase 4
ubiquitin specific peptidase 10
UV radiation resistance associated gene
vesicle-associated membrane protein 3 (cellubrevin)
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VAMPS vesicle-associated membrane protein 5
VAMP7 vesicle-associated membrane protein 7
VEGFA vascular endothelial growth factor A
WDFY3 WD repeat and FYVE domain containing 3
WDR45 WD repeat domain 45
WDR45L WDR45-like
WIPI1 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1
WIPI2 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2
ZFYVEI zinc finger, FYVE domain containing 1

Para la seleccion de SNPs, no solo se tuvieron en cuenta los SNPs ubicados
directamente dentro de los genes seleccionados, sino también aquellos situados cerca de estos
genes, concretamente en una region de 5 kilobases (Kb) antes del inicio del gen (upstream)
y 3 Kb después del final del gen (downstream). Este rango fue escogido porque los SNPs

proximos a un gen pueden afectar a su funcion.

2.2 Genotipado y analisis de asociacion en la cohorte DACHS

En la poblacion del estudio DACHS (https://www.dkfz.de/en/epidemiologie-
krebserkrankungen/units/genepi/ge pr04 DACHS .html), llevado a cabo entre 2003 y 2016,

se realizaron los andlisis de asociacion en el contexto de cuatro estudios GWAS. Estos
andlisis incluyeron tanto los SNPs que se genotiparon en los arrays de Illumina como los
imputados, es decir, variantes genéticas que se infieren a través de métodos estadisticos
basados en la informacion disponible en los paneles de imputacion de referencia.

El genotipado se realizd empleando cuatro plataformas distintas que fueron
adquiridas a lo largo del tiempo, cada una con su respectivo panel de referencia para la
imputacion de los SNPs:

1. Illumina HumanCytoSNP (2003-2008): Utilizada en el 42,04% de los casos. Para
la imputacion de los SNPs se utilizo el Cosmopolitan panel of reference haplotypes
from Phase 1 of the 1,000 Genome Project, que es un panel que proporciona

informacion genética detallada de diversas poblaciones globales.
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2. Illumina HumanOmniExpress (2007-2010): Aplicada en el 14,37% de los casos.
Se utilizd el mismo panel para la imputacion que para el Human CytoSNP,
asegurando la precision en la estimacion de los SNPs no genotipados.
3. Illumina HumanOmniExpress (2010-2015): Usada en el 22,79% de los casos
durante un periodo extendido. La imputacion de variantes genéticas se realizo
utilizando el Haplotype Reference Consortium (Version rl1.1.2016), que ofrece una
referencia actualizada de la diversidad genética.
4. Illumina Infinium Oncoarray (2003-2016): Utilizada en el 20,8% de los casos y
abarco el periodo mas largo. Para la imputacion de SNPs, se empled también el
Haplotype Reference Consortium (Version r1.1.2016), garantizando la consistencia y
precision de los analisis genéticos a lo largo del estudio.
Los protocolos de genotipado y controles de calidad utilizados estan descritos con detalle en
diversas publicaciones (Law et al., 2019; Peters et al., 2013; Schumacher et al., 2015; Weigl
et al., 2018).

En total, se analizaron 9767 SNPs (genotipados o imputados) en los genes
relacionados con la autofagia, que se encontraron en las 4 plataformas de GWAS tras la

correspondiente imputacion.

2.3 Analisis de asociacion de los marcadores genéticos de la autofagia con el riesgo de

CCR, meta-analisis y validacion

En la poblacion del estudio DACHS se realizé un analisis de regresion logistica global
ajustado por tres componentes principales (PCAs) e identificamos 925 SNPs que mostraban
una asociacion con el riesgo de CCR con un valor de p<0.10. De estos, 183 SNPs se
consideraron independientes segun el analisis de desequilibrio de ligamiento por pares

proporcionado por LD link (r?<0.8) (https:/Idlink.nci.nih.gov/?tab=home).

A partir de los datos de GWAS del estudio DACHS, se llevé a cabo un meta-analisis
con los valores de asociacion para los 183 SNPs independientes en la cohorte CRCGen,

utilizando el estadistico I? para medir el grado de heterogeneidad estadistica entre los estudios
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incluidos en el meta-andlisis. La odds ratio (OR) combinada fue obtenida siguiendo un
modelo de efectos fijos. Para los resultados del meta-andlisis, se establecié un umbral de
significacion de 0.00027 para corregir por comparaciones multiples (0.05/183 SNPs
independientes).

Posteriormente, las asociaciones mas relevantes fueron validadas usando datos de
GWAS de los estudios CORSA (968 casos de CCR y 848 controles) y CCS (1605 casos de

CCR y 1633 controles) aplicando modelos de regresion logistica similares (Figura 6).

2.4. Replicacion: genotipado de SNPs imputados en las cohortes de CORSA y CCS

Para validar las asociaciones de los SNPs que mostraron el valor p més bajo en el
meta-andlisis de DACHS y CRCGen (NRG3rs11196336, DAPK2rs11631973,
EGFRrs2075108, TP73rs4648553 y ATG5rs546456), se llevo a cabo el genotipado de los
marcadores genéticos en toda la poblacion de CORSA y en un subgrupo de individuos del
estudio CCS (1031 casos de CCR y 886 controles).

El genotipado se realizé en el centro GENYO (Centro Pfizer — Universidad de
Granada — Junta de Andalucia de Genomica e Investigacion Oncologica, PTS Granada,
Granada, Espaiia) utilizando sondas de genotipado KASPar® (LGC Genomics, Hoddesdon,
Reino Unido) o Tagman® SNP (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, EE. UU.)
siguiendo los protocolos previamente descritos por nuestro grupo (Manuel Sanchez-
Maldonado et al., 2020). Para el control de calidad interno, se seleccionaron aleatoriamente
aproximadamente el 5% de las muestras de ADN y se incluyeron duplicados. La
concordancia entre las muestras imputadas y las genotipadas para los SNPs analizados fue

del 99.5%.

2.5. Analisis de asociacion de los marcadores genéticos de la autofagia con la SG de los

pacientes con CCR, meta-analisis y validacion

Adicionalmente, a partir de los datos de SG del GWAS del estudio DACHS, se llevo

a cabo un meta-analisis con los valores de asociacion para los 183 SNPs independientes en
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la cohorte CRCGen y en la cohorte CRC Jaén. Se utilizo el estadistico I? para medir el grado
de heterogeneidad estadistica entre los estudios incluidos en el meta-analisis.

El criterio de valoracion para la SG se defini6 como la muerte por cualquier causa. El
tiempo de supervivencia se calculdé como el tiempo desde el diagndstico de CCR hasta la
ocurrencia del criterio de valoracion del estudio, censurando en la fecha de muerte o en el
ultimo seguimiento clinico recogido. La asociacion con SG, expresada como Hazard Ratio
(HR), se calcul6 para cada SNP utilizando analisis de regresion de Cox. Los analisis se
ajustaron por diferentes parametros en funcion de cada estudio. En el estudio DACHS, los
valores de asociacion se ajustaron por edad, sexo, localizacioén del tumor primario, estadio
tumoral, grado tumoral y estado funcional del paciente. En el estudio CRCGen, los ajustes
se realizaron Uinicamente por edad y sexo, y en el estudio CRC Jaén, los valores se ajustaron
por edad, sexo y estadio tumoral. Considerando el nimero de SNPs independientes (n=183),
establecimos un umbral de significacion de 0.00027 (0.05/183) utilizando la correccion de
Bonferroni. Los analisis de asociacion se realizaron utilizando STATA (v12.1; Stata Corp,
College Station, TX, USA) y los célculos de potencia se estimaron utilizando el paquete

survSNP en R (v4.1.1; R Core Team, 2018).

3. Caracterizacion funcional

3.1 Asociacion funcional de las variantes relacionadas con la autofagia con las

respuestas inmunitarias

Para identificar el papel funcional de los SNPs mas relevantes (SNPs independientes
con un valor de p menor a 0.001), realizamos experimentos de estimulacién con citoquinas
en la cohorte S500FG del Human Functional Genomic Project (HFGP;

http://www.humanfunctionalgenomics.org/site/). Esta cohorte es una de las mejores a nivel

mundial para examinar como la variacion genética influye en la variabilidad de las respuestas

o

inmunitarias. El estudio HFGP fue aprobado por el Comité Etico de Arnhem-Nijmegen (n.
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42561.091.12) y se recogieron muestras bioldgicas tras obtener el consentimiento informado
de los individuos sanos que participaron en el estudio.

Investigamos si alguno de los SNPs asociados con el riesgo de CCR en el meta-
andlisis de todas las poblaciones de estudio se correlacionaba significativamente con los
niveles de 9 citoquinas pro y anti-inflamatorias (TNFa, IFNy, IL1Ra, IL1p, IL6, IL8, IL10,
IL17 e IL22) tras la estimulacion de sangre completa, PBMCs o macrofagos derivados de
monocitos (MDM) de 408 sujetos sanos. Se utilizaron varios estimulantes, tales como
lipopolisacarido (LPS; 1 o 100 ng/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.),
fitohemaglutinina (PHA) 10 pg/mL, Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.), Pam3Cys (10 pg/mL,
EMC microcollections, Tubinga, Alemania), o CpG (100 ng/mL, InvivoGen, San Diego, CA,
EE. UU.), asi como componentes bacterianos comunes de la microbiota intestinal humana
(Bacteroides fragilis y Staphylococcus aureus), representando bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, respectivamente.

Tras aplicar una transformacion logaritmica a los datos funcionales para normalizar
la distribucion, realizamos un analisis de regresion lineal ajustado por edad y sexo para
evaluar la correlacion entre los SNPs y los niveles de expresion de citoquinas, definidos como

loci de rasgos cuantitativos de citoquinas (cQTLs). Todos los anélisis se realizaron utilizando

el software R (http://www.r-project.org/) y scripts personalizados que emplean funciones
como Im del paquete stats. Para corregir el efecto de las comparaciones multiples y evitar
resultados falsos positivos, establecimos un umbral de significacion de 0.00046. Este valor
se calcul6 considerando el nimero de SNPs independientes evaluados en los loci DAPK2 'y
ATGS5 (n=2), el nimero de citoquinas analizadas (n=9), y los estimulantes utilizados (n=6).
Los protocolos detallados para aislar PBMCs, diferenciacion de macrofagos y
ensayos de estimulacion han sido reportados previamente (Y. Li et al., 2016). De forma
resumida, las PBMCs se lavaron dos veces en solucion salina y se suspendieron en un medio
(RPMI 1640) suplementado con gentamicina (10 mg/mL), L-glutamina (10 mM) y piruvato
(10 mM). Para las estimulaciones de PBMCs se utilizaron 5x10° células/pozo en placas de
fondo redondo de 96 pocillos (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Alemania) durante 24 horas
en presencia de 10% de suero de pool humano a 37°C y 5% de CO2. Se recolectaron

sobrenadantes y se almacenaron a —20°C hasta su uso para ELISA. Se utilizaron LPS (100
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ng/mL), PHA (10 pg/mL) y Pam3Cys (10 pg/mL), CpG (100 ng/mL), Bacteroides fragilis
(NCTC 10584) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) como estimuladores durante 24 o
48 horas. Bacteroides fragilis y Staphylococcus aureus se sometieron a tratamiento térmico
durante 30 min a 95°C y 100°C, respectivamente. Los experimentos de estimulacion de
sangre completa se realizaron utilizando 100uL de sangre con heparina que se agregd a una
placa de 48 pocillos y posteriormente se estimul6d con 400 uL. de LPS, PHA (volumen final
500 pL) y Staphylococcus aureus durante 48 horas a 37°C y 5% de CO2. Los sobrenadantes
se recolectaron y almacenaron a —20°C hasta su uso para ELISA. Las concentraciones de
TNFa, IFNy, IL1Ra, IL1B, IL6, IL8, IL10, IL17 e IL22 se determinaron utilizando kits
comerciales de ELISA especificos (PeliKine Compact, Amsterdam, o R&D Systems), de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. Para los valores fuera del rango de deteccion

del ELISA, se utiliz6 el limite mas cercano.

3.2 Correlacion entre los SNPs relacionados con la autofagia y los niveles de hormonas

esteroides séricas

Ademas de los ensayos de estimulacion in vitro, investigamos la correlacion de los
SNPs mas relevantes con los niveles de 7 hormonas esteroides séricas (androstenediona,
cortisol, 11-desoxicortisol, 17-hidroxiprogesterona, progesterona, testosterona y 25-
hidroxivitamina D3) en un grupo de 279 participantes seleccionados del HFGP, excluyendo
a aquellos bajo terapias de reemplazo hormonal o uso de anticonceptivos orales, para evitar
posibles interferencias. Los niveles de estas hormonas se midieron utilizando espectrometria
de masas en tdndem tras precipitacion de proteinas y extraccion en fase solida, de acuerdo
con protocolos previamente publicados (Aguirre-Gamboa et al., 2016).

Después de aplicar una transformacion logaritmica a los niveles hormonales, se
evalud la correlacion entre estos y los SNPs relacionados con la autofagia mediante analisis
de regresion lineal, ajustados por edad y sexo. Para corregir el efecto de las comparaciones

multiples, se establecié un umbral de significacion de 0.0036, considerando tanto el nimero
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de SNPs independientes analizados (n=2) como el numero de hormonas esteroideas

evaluadas (n=7).

3.3 Correlacion de los SNPs de la autofagia con el recuento de células sanguineas y el

perfil protedmico sérico/plasmatico

Analizamos el impacto de las variantes genéticas de la autofagia en la variabilidad
celular utilizando un conjunto de 91 poblaciones de células inmunes anotadas manualmente
y datos de genotipo de la cohorte HFGP, que incluy6 a 408 sujetos sanos. Las poblaciones
celulares se evaluaron mediante citometria de flujo de 10 colores (citometro de flujo Navios,
Beckman Coulter, Miami, FL, EE. UU.) tras la extraccion de sangre (2—3 horas), y el recuento
de células se analiz6 con el software Kaluza (Beckman Coulter, v.1.3).

Para minimizar el ruido entre experimentos y aumentar la potencia estadistica, se
calcularon porcentajes de las células con dos 6rdenes de parentesco, que se definieron como
el porcentaje de tipos especificos de células de las que proceden las subpoblaciones aisladas
(Orru et al., 2013). Los protocolos de laboratorio detallados para el aislamiento celular, los
reactivos utilizados y la seleccion y el andlisis por citometria de flujo han sido descritos en
detalle en otros estudios (Aguirre-Gamboa et al., 2016). Los niimeros de acceso a los datos
brutos de citometria de flujo y los archivos de datos procesados estan disponibles bajo

solicitud a los autores (http://hfgp.bbmri.nl).

Adicionalmente, se llevo a cabo un andlisis protedmico en muestras de suero y plasma
de la cohorte HFGP, utilizando el panel Olink Inflammation (v.3021, Olink, Suecia), lo que

permitié medir 103 biomarcadores inflamatorios (Tabla S6 en https:/www.mdpi.com/2072-

6694/13/6/1258/s1). Los niveles de proteinas fueron expresados en escala log2 como valores

de expresion normalizados, ajustados por muestras puente para corregir la variabilidad entre
lotes.

Dado el nimero de proteinas evaluadas (n=103) y polimorfismos analizados (n=2),
se establecid un umbral de significacion estadistica de p=0.00024 para el analisis protedmico

y p=0.00027 para el analisis de recuento celular (n=91 poblaciones celulares).
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3.4 Impacto de las variantes relacionadas con la autofagia en el flujo de autofagia

Con el fin de determinar con precision el papel de los SNPs relevantes en la
modulacion de la autofagia, investigamos su impacto en el flujo de autofagia en una cohorte
de 41 donantes sanos europeos.

Para ello, aislamos PBMCs de sangre completa mediante centrifugacion en gradiente
de densidad utilizando Histopaque® y las tratamos durante 2 horas con 10 uM de
bafilomicina A1 o 10 mM de metformina para inhibir o inducir la autofagia, respectivamente.
Se sembraron un total de 5x10° PBMCs en cada pocillo para experimentos de estimulacion
e inhibicion y se trataron con metformina o bafilomicina Al solos o en combinacion. Se
utilizaron células no tratadas como controles experimentales. Después del tratamiento, se
recolectaron las células y se realizé la extraccion de proteinas con 50 pLL de tampoén de lisis
(1% NP-40, 500 mM Tris HCL, 2.5 M NaCl, 20 mM EDTA, inhibidores de fosfatasa y
proteasa —de Roche— a pH 7.2). Se resolvieron 20 pg de la proteina total en un gel SDS al
12% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 10 min en un sistema de
transferencia Trans-Blot Turbo. Las membranas se bloquearon durante 1 hora utilizando
solucidn salina tamponada con Tris (TBS) con 0.1% de Tween 20 (TBST) que contenia 5%
de BSA y se incubaron durante la noche a 4°C con los anticuerpos primarios policlonales a
1:1000 en 1% de BSA (anticuerpo de conejo anti-LC3A/B, Cell-Signaling y anticuerpo de
raton anti-actina, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Después del lavado con solucion
salina tamponada con Tris-Tween (TBS-T), las membranas de nitrocelulosa se incubaron con
los anticuerpos secundarios correspondientes (IgG anti-conejo para LC3A/B e IgG anti-raton
para actina). Los niveles de proteina se detectaron después de la incubacion con el sustrato
de méaxima sensibilidad SuperSignal West Femto (Thermofisher) o el sustrato Western ECL
de Clarity (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Finalmente, se obtuvieron imagenes digitales
de los Western blots en un sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad) con el software Quantity One

V4.6.5 (Bio-Rad).
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El flujo de autofagia se determind como la diferencia en la relacion LC3-II/actina
entre las células tratadas y no tratadas con bafilomicina Al y/o metformina. Para evaluar la
correlacion entre los SNPs relacionados con la autofagia y el flujo de autofagia, se realizaron
andlisis de regresion lineal ajustados por edad y sexo. Se establecidé un umbral de
significacion de 0.0125, considerando un valor de p de 0.05, el nimero de SNPs analizados

(n=2) y los tratamientos in vitro (n=2).

3.5 Analisis funcional “in silico” y eQTL

Finalmente, analizamos si los SNPs seleccionados podrian tener efectos funcionales
en diversos tipos de células humanas utilizando herramientas bioinformaticas ptiblicas como
Haploreg (http://www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), anotaciones de

ENCODE (https://genome.ucsc.edu/ENCODE/), Regulome (www.regulome.org), GTex

portal (https://gtexportal.org/home/) y el Blood eQTL browser

(https://genenetwork.nl/bloodeqgtlbrowser/).
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Autophagy database

Selection of 234 autophagy-related genes

Association analysis including 9767 SNPs from 4 previous GWAS platforms assayed in DACHS

DACHS (4485 CRC patients and 3513 controls; All SNPs included; SKb upstream and 3Kb downstream)

Meta-analysis of DACHS and CRCGen cohorts including 183 independent SNPs associated with CRC risk in DACHS (P<0.10)

DACHS (4485 CRC patients and 3513 controls) and CRCGen (948 CRC and 1076 controls)

Independent SNPs extracted using LD link, r2=0.8 and MAF>1Y

v
Validation of the best markers (n=5) in the CORSA and Czech Republic CCS studies and overall meta-analysis
CORSA (968 cases and 848 controls ) Czech Replublic CCS (1605 CRC cases and 1633 controls)

Functional characterization of the DAPK2,, 1631973 and ATG5 546456 SNPs (n=2)

“ &

cQTL analysis (TNFa, IFNY, IL1Ra, Proteomic analysis of Autophagy flux analysis Serum steroid hormone analysis
IL1B, IL6, IL8, IL10, IL17, and IL22) in 103 serum and plasmic in a cohort of 41 (androstenedione, cortisol, 11-deoxy-
in the HFGP cohort (n=408) after biomarkers using large healthy donors cortisol, 17-hydroxy progesterone,
stimulation of whole blood, PBMCs panels in the HFGP progesterone, testosterone and 25
and monocyte-derived macrophages cohort (n=408) hydroxy vitamin D3) in a subset of 279
withLPS, PHA, Pam3Cys, CpG, subjects from the HFGP project that did
Bacteroides fragilis and not have hormone replacement
Staphylococcus Aureus therapies or used oral contraceptives

Figura 6: Diagrama de flujo de trabajo del estudio para el analisis de asociacion de los marcadores genéticos
de la autofagia con el riesgo de CCR, meta-analisis, validacion y caracterizacion funcional.

En primer lugar, seleccionamos 234 genes relacionados con la autofagia.

A continuacion, se lleva a cabo un andlisis de asociacidén que incluye 9767 SNPs obtenidos mediante
GWAS en la cohorte DACHS, compuesta por 4485 pacientes con CCR y 3513 controles.

Posteriormente, se realiza un meta-analisis que integra los resultados de la cohorte DACHS con los de la
cohorte CCRGen, abarcando un total de 183 SNPs independientes asociados con el riesgo de CCR.

Las 5 variantes genéticas mas prometedoras fueron validades en la cohorte CORSA (968 casos de CCR y
848 controles) y en la cohorte CCS (1605 casos de CCR y 1633 controles).

Tras ello, se realiza un meta-andlisis que integra los datos de todas las cohortes para evaluar las
asociaciones identificadas.

Finalmente, se procede a la caracterizacion funcional de los SNPs DAPK2rs11631973 y ATG5rs546456:
1. Analisis cQTL: se evalua la correlacion entre estos SNPs y los niveles de diversas citoquinas (TNFa, I[FNy,
IL1Ra, IL1B, IL6, IL8, IL10, IL17 e IL22) tras la estimulacion de sangre completa, PBMCs y macréfagos
derivados de monocitos en la cohorte HFGP (n=408).
2. Anaélisis proteémico: se analizan 103 biomarcadores séricos y plasmaticos.
3. Analisis del flujo de autofagia: se evalia la influencia de los SNPs en el flujo de autofagia en una cohorte de
41 donantes sanos.

4. Analisis de hormonas esteroides en suero: se examina la relacion entre los SNPs y los niveles de diversas

hormonas esteroides (androstenediona, cortisol, 11-desoxicortisol, 17-hidroxiprogesterona, progesterona,
testosterona y 25-hidroxivitamina D3) en un subconjunto de 279 sujetos del proyecto HFGP.
5. Analisis funcional “in silico” y eQTL
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1. Asociacion de SNPs de genes de autofagia con el riesgo a desarrollar CCR

En este exhaustivo estudio de asociacion se incluyeron 15,076 sujetos (8006 casos de
CCR y 7070 controles). En la muestra del estudio DACHS (con 4485 pacientes con CCR y
3513 controles), se analizaron 9767 SNPs genotipados e imputados en 234 genes
relacionados con la autofagia, identificandose 183 SNPs independientes (r?<0.8) asociados
con un valor p<0.10. Estos SNPs fueron seleccionados para el primer meta-analisis de las
muestras DACHS y CCRGen, que incluy6 un total de 5433 casos de CCR y 4589 controles.

El meta-analisis mostrd las asociaciones mas significativas con el riesgo de CCR para
un unico SNP dentro del gen NRG3 y un bloque de desequilibrio de ligamiento (LD) que
incluye 14 variantes en el locus DAPK2 (r*>>0.90; Tabla 4; Tabla S7 en
https://www.mdpi.com/2072-6694/13/6/1258/s1).

Tabla 4: representa los resultados del meta-andlisis que evalia la asociacion entre variantes
relacionadas con la autofagia y el riesgo de CCR en dos cohortes: DACHS y CCRGen.

DACHS Cohort (11 = 7998) CRCGen Cohort (1 = 2024) Meta-Analysis (1 = 10,022)

i i ' Het

Gene  Variant dbSNP— RiskAlldle =00y s pValee  OROS%CD®  pValue  ORGS%CD'  pVale |
NRG3 rs11196336 C LIS(L1-128) 00002 10909128 03125 117(L09-125 00000185 0354
DAPK? 1511631973 G 115(106-124) 000060  117(100-13) 00563  115(LO7-123) 00000799  0.846
EGER 1s2075108 A L5(103-128) 001308 19(L11173) 00035 L19(108-131) 0000457  0.134
1073 154648553 A L0(L0-118) 00103 121(105139) 00104  112(105120)  0.000590 0254
LOCIOI2$105  rsb565506 C L0117 00129 1201(L0&14) 0012 L11(L0&119) 0001597 0214
ATG5 15546436 T 19(L03-116) 000874 110097125 01324 109(L0%116) 0001700 0918

Abreviaturas: OR, razén de momios; CI, intervalo de confianza. Los resultados significativos estan en negrita
después de la correccion por pruebas multiples, considerando un umbral significativo de 0.00027.

Cada copia del alelo C de NRG3rs11196336 aumentaba el riesgo de desarrollar CCR
enun 17% (p=1.85x107%), mientras que en el locus DAPK2, tres SNPs en fuerte desequilibrio
de ligamiento aumentaron el riesgo en un 15% (511633496, rs11633611y rs11631973; con
valores de p entre 7.71x107° y 7.99x107%; Tabla 4; Tabla S7 en https://www.mdpi.com/2072-
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6694/13/6/1258/s1). Ademads, encontramos asociaciones potencialmente interesantes para
SNPs dentro de los genes EGFR, TP73 y ATGS.
A la luz de estos resultados, seleccionamos los SNPs de NRG3 y DAPK?2 para la

replicacion, ya que mostraron las asociaciones mas significativas con el riesgo de CCR.
Ademas, se incluyeron aquellos marcadores asociados con el riesgo de CCR con un valor de
p<0.002, un total de 21 SNPs, que representan cinco sefiales independientes, excluyendo el
marcador en el gen LOCI100128105, el cual fue identificado como una proteina hipotética
segun la Guide to the Human Genome (www.cshlp.org/ghg5 db/recinfo/87/8750.shtml)
(Tabla S7 en https://www.mdpi.com/2072-6694/13/6/1258/s1).

2. Meta-analisis de las 4 cohortes: replicacion de los resultados de susceptibilidad

Los datos generados en la primera etapa fueron posteriormente confirmados mediante
un meta-analisis que incluyd los estudios CORSA y CCS, con un total de 15,076 sujetos
(8006 casos de CCR y 7070 controles). Hay que destacar que el meta-analisis global que
incluye las 4 cohortes europeas confirm6é que los portadores del alelo G de
DAPK?2rs11631973 tuvieron un riesgo significativamente mayor de desarrollar CCR (ORwmeta-
andlisis=1.13, 1C 95% 1.07-1.19, p=0.000022, pcorregidta=0.0041; Tabla 5).

En este meta-analisis también se encontrd una asociacioén potencialmente interesante
del SNP ATG51s546456 con el riesgo de desarrollar la enfermedad. Cada copia del alelo T
de ATGS5rs546456 aument6 el riesgo de desarrollar la enfermedad en un 8% (ORmeta-
analisis=1.08, 1C 95% 1.04-1.14, p=0.00062; Tabla 5). Las asociaciones con los SNPs de

DAPK?2 y ATGS5 no mostraron heterogeneidad entre las poblaciones analizadas.

3. Asociacion de SNPs en NRG3, TP73 y EGFR con el riesgo a desarrollar CCR

Es fundamental destacar que, aunque inicialmente se identificaron asociaciones entre
ciertos SNPs localizados en los genes NRG3, TP73 y EGFR con el riesgo de desarrollar CCR
en las cohortes del estudio DACHS y CCRGen, estos hallazgos no fueron confirmados en las

cohortes de CORSA y CCS. Esta falta de replicacion de los resultados sugiere que las
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variantes genéticas en estos genes podrian no desempefiar un papel bioldgico significativo
en la predisposicion al CCR (Tabla 5; Tabla S7 en https://www.mdpi.com/2072-
6694/13/6/1258/s1).

4. Asociacion de SNPs de genes de autofagia con la SG de los pacientes con CCR

El andlisis de regresion de Cox, que incluyo6 a las poblaciones de DACHS y CRCgen,
junto con CRC Jaén como cohortes de replicacion, abarcod un total de 5645 pacientes con
CCR. Este analisis identifico polimorfismos genéticos relevantes, tales como
GRID2rs9990511, UVRAGrs12221774 y TP73rs35837097, que mostraron una asociacion
con la SG de los pacientes con CCR (Tabla 6).

En particular, los portadores del alelo A en el polimorfismo GRID2rs9990511
(HRwMeta-analisis=1.15, IC 95% 1.04—-1.26, p=0.0048880) y los portadores del alelo G de
TP73rs35837097 (HRMeta-analisis=1.11, IC 95% 1.05-1.17, p=0.0002479) presentaban una
supervivencia mas corta en comparacion con aquellos que portaban los alelos de referencia.
Es importante sefialar que, aunque estas asociaciones muestran una tendencia, solo el valor
de p para TP73rs35837097 (p=0.0002479) se encuentra por debajo del umbral de
significacion estadistica establecido para este estudio (p<0.00027). Sin embargo, las
asociaciones encontradas en ambos polimorfismos podrian ser biolégicamente relevantes y
ponen de manifiesto una posible implicacion negativa de las variantes genéticas en GRID2 'y
TP73 en el pronostico del CCR.

Por otro lado, los pacientes que portaban el alelo A de UVRAGrs12221774 mostraron
una tendencia a un mejor pronostico en cuanto a su SG (HRweta-anslisis=0.82, IC 95% 0.72—
0.93, p=0.0015750). Aunque la asociacion no es estadisticamente significativa, los resultados
sugieren un posible papel protector de este polimorfismo en la progresion de la enfermedad.

En conjunto, nuestros hallazgos sugieren una posible implicacion bioldgica de
GRID2, UVRAG y TP73 en la evolucion del CCR, indicando que estas variantes podrian

influir en la supervivencia de los pacientes.
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Tabla 5: Meta-analisis de asociacion de las variantes relacionadas con la autofagia y el riesgo de CCR en las cuatro cohortes de estudio.

DACHS Cohort CRCGen Cohort CORSA Czech Republic CCS
\ Risk (n =7998) (n =2024) (n = 1816) (n = 3238)
Gene_Variant OR (95% CI) p-Value Pcorr PHet
Allele OR Val OR(95%CD) v, OR Val OR Val
(95% Cr*  p-vaiue a p-value (g5 cppa PVAUE (959, cppa  prvalue
1.15 117 1.12 1.07 -
DAPK2511631973 G (1.06-1.24) 0.0006 (1.00-1.36) 0.056 (0.96-1.30) 0.14 (0.96-1.20) 0.25 1.13 (1.07-1.19) 219 x 105 0.0041 0.760
1.13 1.19 1.12 1.06 -5
DAPK2,1163584 G (1. 05_1 2) 0.001 (1. 02_1 39) 0.032 (0.96-1.30) 0.15 (0.95-1.19) 0.28 1.12 (1.06-1.18) 477 x 10 0.0087 0.679
1.09 1.10 1.07 1.06
l 08 09 1 09 1.06
AT G5 5490010 G (1.01-1.15) 0.020 (0.96-1.23) 0.181 (0.96-1.25) 0.18 (0.95-1.19) 0.30 1.08 (1.03-1.13) 0.002 NS 0.985
1.18 1.09 1.11 0.94
NRG3,s51119336 C (1.10-1.28) 0.00002 (0.93-1.28) 0.313 (0.95-1.30) 0.19 (0.82-1.08) 0.25 1.11 (1.05-1.18) 0.00025 0.045 0.041
1.15 139 0.86 0.89
EGFR 075108 A (1.03-1.28) 0.013 (1.11-1.73) 0.0035 (0.68-1.08) 0.20 (0.70-1.14) 0.36 1.10 (1.01-1.20) 0.025 NS 0.007
1.10 121 0.87 1.11
TP73 s4648553 A (1.02-1.18) 0.011 (1.05-1.39) 0.010 (0.75-1.01) 0.075 (096-1.28) * 0.17 1.08 (1.02-1.14) 0.0039 NS 0.013

Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucledtido; OR, razén de probabilidades; CI, intervalo de confianza; NS, no significativo.

Las estimaciones se ajustaron por edad, sexo y componentes principales.
Los resultados significativos estan en negrita después de la correccion por pruebas multiples considerando un umbral de significacion de 0.00027.
a Las estimaciones de asociacion se calcularon segin un modelo de herencia aditivo logaritmico.

* Valores basados en los resultados de 1068 casos de CCR y 850 controles sano
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Tabla 6. Asociacion de marcadores genéticos de autofagia con la supervivencia global de los pacientes con CCR

DACHS CRCGen CRC Jaén Meta-analysis
SNP Chr Near gene ]flflf:lcet (n=4485) (n=948) (n=212) (n=5645)
HR (95% IC) P HR(9S%IC) P HR(9S%IC) P HR (95% lC) P Py
159990511 4 GRID2 A 1.14 (1.04-1.26)  0,0082242 33(0.95-1.87) 0,0996556 089 (0.55-1.45) 0,647 L15(1.04-1.26)  0,0048880 0,416
1512221774 11 UVRAG A 0.82 (0 72-0. 94) 0,0413000  0.65 (0 43-0. 98) 0,7980000  1.08 (0.60-1.93) 0,798 0.82(0.72-0.93)  0,0015750 0,353
rs35837097 1 TP73 G LIT(1.05-1.19) ~ 0,0004790 28 (1.03-1.58) 0,0236000  0.87(0.66-1.16) 0,367 L11(1.05-1.17)  0,0002479 0,102

Abreviaturas: HR, Hazard ratio; Chr, cromosoma; CI, intervalo de confianza.

En el estudio DACHS, los valores de asociacion se ajustaron por la edad, sexo, localizacion del primario, estadio, grado tumoral y estado funcional del
paciente.

En el estudio CRCGen, los valores de asociacion se ajustaron por edad y sexo.
En el estudio CRC Jaén, los valores de asociacion se ajustaron por edad, sexo y estadio.
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5. Caracterizacion funcional

5.1 Susceptibilidad: funcionalidad de la variante genética en el gen DAPK?2

En la caracterizacion funcional de los marcadores relevantes observamos que los
portadores del alelo G de DAPK2rs11631973 tenian mayores niveles de IL1p después de la
estimulacion de las PBMCs con Staphylococcus aureus (p=0.0035; Figura 7A) y niveles mas
bajos de en-RAGE en suero (p=0.0068; Figura 7B), una proteina que dificulta la propagacion
y virulencia de Helicobacter pylori.

Ademas, observamos que los individuos portadores del alelo G de la variante
DAPK2rs11631973 presentaban niveles ligeramente mas altos de células B
CD24+CD38+CD27+IgM+ (p=0.0038; Figura 7C), un subconjunto celular abundante en
pacientes con CCR.

Aunque ninguno de los datos funcionales fue significativo tras la correccién por
pruebas multiples, estos hallazgos, sumados a los resultados previos sobre la correlacion
entre los SNPs de DAPK?2 y la expresion de ARNm de DAPK?2 en varios tejidos, incluyendo
el esdfago y la union esofagogastrica (con valores p desde 7.6x1076 hasta 2.3x10™#; Tabla S7

en https:/www.mdpi.com/2072-6694/13/6/1258/s1), sugieren un papel del locus DAPK?2 en la

modulacion del riesgo de CCR, probablemente mediante la regulacion de las respuestas

inmunitarias del huésped frente a componentes de la microbiota humana.

5.2 Susceptibilidad: funcionalidad de la variante genética en el gen A7GS5

Para una caracterizacion funcional del SNP A7G51s546456 en la modulacion del
riesgo de CCR, encontramos que, tras la estimulacion de PBMCs con LPS, los portadores
del alelo T de ATG51s546456 presentaban mayores niveles de TNFa e IL1 (p=0.0088 y
p=0.0076, respectivamente; Figura 8A y 8B).

Ademas, descubrimos que los portadores del alelo T de ATG5rs546456 tendian a

tener menores niveles de monocitos clasicos en sangre (CD14+ CD16—; p=0.0068; Figura
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8C) y mayores niveles de la quimiocina CCL19 y cortisol en suero (p=0.0052 y p=0.0074;
Figura 8D y 8E). No se detectd ninguna asociacion entre el SNP A7G5rs546456 y el flujo
de autofagia (Tabla 7 y Figura S2).
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Figura 7A, 7By 7C: Caracterizacion funcional de la variante DAPK2.
NS, no significativo.

(A) Representa la cantidad de IL1B en PBMCs estimuladas con Staphylococcus aureus. Se puede observar que
los portadores del alelo G de la variante DAPK2rs11631973 (T/G o G/G) presentan niveles elevados de IL1J
en comparacion con los portadores del genotipo TT (p=0.0035).

(B) Representa los niveles de en-RAGE, una proteina que inhibe la diseminacion y virulencia de Helicobacter
pylori, en el suero de 343 sujetos sanos. Se encontrd que los niveles de en-RAGE son significativamente mas
bajos en los portadores del alelo G de la variante DAPK2rs11631973 en comparacion con los portadores del
genotipo TT (p=0.0068).

(C) Muestra el porcentaje de células B transitorias CD24+CD38+CD27+IgM+ en la sangre, comparando
diferentes genotipos de la variante DAPK2rs11631973. Los resultados indican una disminucion significativa en
el porcentaje de estas células en los portadores del genotipo G/G en comparacion con los otros genotipos
(p=0.0038).

Aunque nuevamente ninguno de los resultados funcionales puede considerarse

estadisticamente significativo tras la correccion por comparaciones multiples, estos
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hallazgos, junto con los datos del portal G7ex, que muestran una fuerte correlacion de este
marcador con la expresion de ARNm de ATG5 en tejido muscular esquelético (p=2.7x107%),
sugieren una posible implicacion funcional del locus ATG5 en la patogénesis del CCR en

varios niveles, aunque con una evidencia limitada.

5.3 Supervivencia: funcionalidad de las variantes en los genes GRID2, UVRAGy TP73

Para la caracterizacion funcional de los SNPs GRID2rs9990511, UVRAGrs12221774
y TP73rs35837097 y su implicacién pronostica en relacion con la SG de los pacientes con
CCR, se realizaron una serie de ensayos funcionales en el marco de HFGP. Sin embargo, los
hallazgos fueron preliminares y no lograron revelar una funcion bioldgica clara de estos
genes en la modulacion de la respuesta inmunoldgica.

En relacion con el polimorfismo 7P73rs35837097, nuestro analisis funcional in silico
indic6 que este SNP altera un motivo de union para el factor de transcripcion Sin3Ak-20, el
cual desempena un papel en la regulacion de la transcripcion mediante la modificacion de la
cromatina y la supresion de la expresion génica. Esto sugiere un posible impacto en la
regulacion de la expresion de 7P73.

Asimismo, el analisis in silico indic6 que la variante GRID2rs62310990 presenta un
fuerte desequilibrio de ligamiento con la variante GRID2rs9990511 (12=0,87) que se localiza
en regiones de union a histonas en la mucosa colonica y el musculo liso del colon y el recto.
Esto sugiere una posible influencia de esta region gendmica de GRID?2 en la regulacion de la
expresion en el colon y el recto. Finalmente, el andlisis in silico mostrd que el polimorfismo
GRID2rs9990511 altera sitios de unidon para factores de transcripcion relevantes en la

proliferacion tumoral, como Foxpl.
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Figura 8. Caracterizacion funcional de la variante ATG5rs546456.

NS, no significativo.

(A, B) Las PBMCs fueron estimuladas con LPS. (C) Los porcentajes de células CD14+CD16— fueron
cuantificados considerando a los monocitos CD14+ como la poblacion de células ascendentes. (D) Los
niveles séricos de CCL19 y (E) cortisol se midieron en el suero de 343 sujetos sanos.

Tabla 7: Correlacion entre los SNPs DAPK2 y ATGS y el flujo de autofagia

Control experimental
(células no estimuladas)
beta 95%IC P

bAPKz2 -0,031 -0,9 0,849
rs11631973

ATGS 0,283 -0,52 0,09
rs546456

LC3-I/ACTB ratio (n=41)
Baf. vs. control Met. vs. control

beta 95%IC P beta 95%IC P
0,04 -1,056 0,803  -0,019 -0,72 0,905

-0,049 -0,72 0,76 -0,202 -0,49 0,23

Met. + Baf. vs. control

beta 95%IC P
-0,146 -0,84 0,362

-0,152 -0,58 0,371
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DISCUSION

Los procesos biologicos implicados en la carcinogénesis y la susceptibilidad genética
al cancer son algunos de los campos mas investigados de la ciencia. Este exhaustivo estudio
analiza en una primera fase la asociacion de genes relacionados con la autofagia y el riesgo
de desarrollar CCR, mientras que en una segunda fase evalta su relacion con el prondstico
de los pacientes. En el meta-andlisis de cuatro cohortes europeas que incluyeron un total de
15076 sujetos (8006 casos de CCR y 7070 controles), se encontr6 que ciertos polimorfismos
en DAPK2 y ATGS5 estaban asociados con un mayor riesgo de desarrollar CCR. La
caracterizacion funcional de los SNPs que mostraron las asociaciones mas fuertes no revelo
ninguna relacion con el flujo de autofagia, pero si sugiri6é un vinculo entre el microbioma y
la inmunidad en individuos genéticamente susceptibles, lo que podria conducir al desarrollo

de CCR.

En nuestro estudio, la asociacion mas fuerte se encontré para el polimorfismo
DAPK2rs11631973 dentro del gen DAPK?2. Cada copia del alelo G de DAPK2rs11631973
aumento el riesgo de desarrollar CCR en un 13%. DAPK2, que codifica la proteina cinasa 2
asociada a la muerte celular (death-associated protein kinase 2), es una enzima que forma
parte de la familia de las quinasas serina/treonina que son dependientes de Ca2+/calmodulina
y que posee propiedades pro-apoptéticas (Ber et al., 2014). Aunque DAPK?2 es conocido
como un gen supresor tumoral en ciertas neoplasias hematoldgicas, su papel como supresor
en tumores solidos, como el CCR, no esta tan bien establecido en comparacidon con otras
proteinas de su familia, como DAPKI (Ber et al., 2014; Geering et al., 2014). A pesar de ello,
también se ha sugerido que DAPK?2 podria desempenar un papel crucial en la carcinogénesis
y la progresion del CCR (C. Li et al., 2024). Investigaciones recientes han demostrado que
DAPK? esté4 involucrada en la regulacion de procesos esenciales como la hematopoyesis, la
motilidad celular (Geering et al., 2015) y la diferenciacion de neutréfilos (Rizzi et al., 2007),
todos ellos relevantes en la progresion tumoral. Ademas, la inactivacion del gen DAPK?2 ha

sido asociada con el desarrollo de ciertos tipos de cancer, lo que subraya su potencial como
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posible objetivo terapéutico (Humbert et al., 2014; J. Zhang et al., 2016). De hecho, el interés
por DAPK?2 ha crecido en el ambito de la oncologia en los ultimos afios y hay estudios
recientes que han utilizado inhibidores especificos de DAPK?2 para el tratamiento del cancer
(Xiang et al., 2020). Aunque los datos disponibles son limitados, DAPK?2 podria influir en la
proliferacion celular, apoptosis y metéstasis, lo que convierte a este gen en un candidato
prometedor como diana terapéutica en CCR. Ademas, DAPK?2 ha sido identificado como un
objetivo del microARN miR-1285-3p que regula tanto la proliferacion como la apoptosis de
las células del CCR y estudios recientes han demostrado que la inhibiciéon de miR-1285-3p
puede aumentar la expresion de DAPK?2, provocando la detencion del ciclo celular y
apoptosis, estableciendo su papel como gen supresor de tumores (Villanova et al., 2020).
Este hallazgo también podria representar una estrategia terapéutica innovadora para potenciar
los efectos de DAPK?2 en la supresion tumoral. Aunque DAPK 1y DAPK?2 son genes distintos,
su papel para inhibir la proliferacion celular y la metéstasis podria ser comun, y la pérdida de
DAPK1 ha demostrado aumentar la invasion tumoral y la metéstasis en CCR, sugiriendo un
papel similar para DAPK2 (Yuan et al.,, 2019). En este sentido, nuestros experimentos
funcionales mostraron que las PBMCs de portadores del alelo G de DAPK2rs11631973
presentaban niveles elevados de IL1 tras la estimulacion con Staphylococcus aureus, lo que
llevo a la hipotesis de que el locus DAPK?2, conocido por estar involucrado en la modulacion
de la funcién de neutréfilos y eosindfilos, podria ademas influir sobre el riesgo de CCR
mediante la sobreproduccion de ILIP por granulocitos en respuesta a componentes del
microbioma intestinal y, de este modo, promover la inflamacion crénica. Estos hallazgos
coinciden con estudios previos que indican que altos niveles de IL1p liberada por los
neutrofilos alteran la barrera epitelial del colon (Furuta et al., 2005), inducen carcinogénesis
y se correlacionan con un mal prondstico en pacientes con tumores sélidos (McLoed et al.,
2016). De igual manera, en apoyo de la hipotesis que sugiere un papel del SNP
DAPK2rs11631973 en la modulacién de la funcidén de granulocitos, también encontramos
que los portadores del alelo G de DAPK2rs11631973 presentaban niveles serologicos
reducidos de en-RAGE, una proteina codificada por el gen S/00412 y secretada por
granulocitos que tiene un efecto inhibidor sobre la propagacion y la virulencia de

Helicobacter pylori (Haley et al., 2015). Este resultado sugirio que el SNP
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DAPK2rs11631973 podria tener un impacto sobre el riesgo de CCR al determinar la respuesta
inmunitaria contra H. pylori, un patdogeno asociado con el desarrollo de CCR, entre otros
tipos de cancer (Butt & Epplein, 2019; Correa & Houghton, 2007). Curiosamente, también
encontramos que los sujetos portadores del alelo G de DAPK2rs11631973 mostraban niveles
ligeramente elevados de células B CD24+CD38+CD27+IgM+, un subconjunto de células B
transicionales frecuentemente enriquecido en leucocitos de pacientes con CCR que regula las
respuestas proinflamatorias mediadas por células T y se correlaciona con etapas avanzadas
de la enfermedad (Shimabukuro-Vornhagen et al., 2014). Ademas, los datos in silico de
Haploreg mostraron que esta variante se correlaciona con una mayor actividad promotora
exclusivamente en neutrofilos primarios y que se encuentra ubicada entre marcas de histonas
H3K4mel en la mucosa rectal. Los datos del portal GTex también mostraron que el alelo G
de DAPK2rs11631973 se correlaciona con los niveles de expresion de ARNm de DAPK?2 en
varios tejidos, incluyendo el esdfago y la union gastroesofagica. Aunque solo los resultados
funcionales observados in silico podian ser considerados estadisticamente significativos tras
la correccion por comparaciones multiples, en conjunto, estos resultados apuntan a un papel
del locus DAPK?2 en la patogénesis del CCR a través de la modulacion de las respuestas

inmunitarias del huésped, la proliferacion y la apoptosis.

Otro hallazgo interesante fue la asociacion del SNP en ATG5 con el riesgo de CCR,
que permanecia solo marginalmente significativa tras la correccion por comparaciones
multiples. Cada copia del alelo T de ATG5rs546456 aument6 el riesgo de desarrollar la
enfermedad en un 8%. En linea con nuestros datos genéticos, los experimentos funcionales
sugirieron un papel de este locus en la modulacion del riesgo de CCR. ATGS codifica una
proteina de 275 aminoécidos involucrada en el control de la formacion de vesiculas
autofagicas, pero también en la respuesta mitocondrial al dafio oxidativo, la diferenciacion
de células T y las respuestas inmunitarias a microorganismos (F. Wang et al., 2024; X. Ye et
al., 2018). Aunque el papel de ATGS en el CCR sigue sin estar claro debido a los resultados
controvertidos entre los estudios in vitro e in vivo, se ha descrito que mas del 20% de los

pacientes con CCR tienen una deleciéon de ATGS (Sun et al., 2021; L. Wang et al., 2015) y
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que la eliminacidn heterocigdtica o completa de este gen conduce a un aumento de la muerte
celular, la carga tumoral y una mayor eficacia antitumoral del IFNy (L. Wang et al., 2015).
A nivel funcional, se ha descrito que la delecion heterocigética de ATGS activa las vias de
EGFR y Wnt/B—catenina en adenomas de ratones Apc(Min/+) lo que condujo al aumento de
la inhibicion dependiente de IFNy de estas vias (L. Wang et al., 2015). Ademas, estudios mas
recientes han sugerido que el papel controvertido de A7G5 en CCR podria deberse a la
activacion compensatoria de proteinas relacionadas con la autofagia (AKT, RICTOR y
mTOR) en respuesta a la inhibicion de la autofagia (Lauzier et al., 2019), las cuales también
se han asociado con el prondstico del CCR (L. Wang et al., 2017). En contraste con la nocién
de un papel del locus de ATGS5 en la modulacion de la autofagia, nuestro estudio ha sugerido
que el SNP ATG51s546456 podria influir en el riesgo de CCR al modular las respuestas
inmunitarias del huésped. Observamos que los portadores del alelo T de ATG5rs546456
mostraban niveles aumentados de TNFa e IL1B después de la estimulaciéon de PBMCs con
LPS y tendian a tener menores niveles de monocitos clasicos y niveles aumentados de CCL19
en suero. Estos resultados funcionales también estaban en linea con aquellos que sugieren el
papel de ATGS en la modulacion de los niveles de IL1 derivados de neutrdfilos en respuesta
a LPS (Iula et al., 2018), pero también en la regulaciéon de monocitos clésicos en sangre y
niveles séricos de CCL19, una quimiocina relevante que desempefia un papel clave en el
control de la proliferacion, migracion y angiogénesis de las células de CCR (Z. Xu et al.,
2018). En linea con esta hipotesis, estudios previos han demostrado que el LPS estimula el
inflamasoma no canonico para inducir la produccion de IL1 en neutréfilos, pero también en
otras células mieloides, incluidos los macréfagos, y que este efecto sobre el inflamasoma esta
mediado, al menos en parte, por ATGS (Saitoh & Akira, 2016). También se ha demostrado
que la autofagia inhibe la apoptosis de neutrofilos, ya que el silenciamiento por siRNA de
ATG) provoca una apoptosis espontanea acelerada y reduce la apoptosis inducida por TNFa,
sugiriendo un efecto especifico de A7G5 en la supervivencia de células inmunitarias (Pliyev
& Menshikov, 2012). Curiosamente, también encontramos una débil correlacion entre el
alelo T de ATG5rs546456 con mayores niveles de cortisol en suero, lo cual estaba en
consonancia con estudios previos que han sugerido que el aumento de cortisol esta asociado

con la desregulacion inmunitaria y el desarrollo del cancer (X. Zhang et al., 2019; Moreno-
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Smith et al., 2010). Estudios previos también han demostrado que el cortisol, actuando
sinérgicamente con las catecolaminas, puede facilitar el crecimiento de células cancerosas y
potenciar la liberacion de TNFa e IL1B. Aunque ni la asociacion genética del SNP
ATGS51s546456 con el riesgo de CCR ni los datos funcionales permanecieron significativos
tras la correccion por comparaciones multiples, en conjunto, estos resultados sugieren un
papel del locus ATG5 en la modulacion de células inmunitarias, probablemente neutrofilos y

macrofagos, y su funcion en la activacion de vias tumorogénicas en CCR.

Por otra parte, resulta interesante destacar la asociaciéon de los polimorfismos
GRID2rs9990511, UVRAGrs12221774 y TP73rs35837097 con la SG de los pacientes con
CCR. Aunque las asociaciones eran relativamente modestas y no alcanzaron la significacion
estadistica en el analisis de las variantes GRID2rs9990511y UVRAGrs12221774, estos SNPs
podrian estar implicados en la modulacion de la progresion de la enfermedad y, por
consiguiente, en el prondstico de los pacientes con CCR. Sin embargo, dado que los ensayos
funcionales preliminares desarrollados en el contexto del HFGP no han revelado una funcion
bioldgica clara para estos genes, es dificil establecer una explicacion concreta para el efecto

observado sobre la SG de los pacientes con CCR.

El gen TP73 consta de 15 exones, designados del 1 al 14, con un exon alternativo en
la region 3’°. Este gen puede generar diferentes ARNm a través del splicing alternativo, lo
que da lugar a multiples isoformas proteicas que, en muchos casos, ejercen funciones
opuestas (Yoon et al., 2015; Zawacka-Pankau et al., 2010). Se ha postulado que la isoforma
completa de TP73 tiene propiedades antitumorales mediante la modulacion del crecimiento,
la diferenciacion y la apoptosis celular (Yoon et al., 2015). En cambio, las isoformas
truncadas del gen parecen ejercer un efecto tumorogénico, promoviendo la progresion
tumoral (Stiewe et al., 2002, 2003; Zaika et al., 2002; J. Zhang et al., 2023). Ademas, el gen
TP73 es un homologo cercano de TP53 y TP63, ambos genes conocidos por su papel en la
regulacion tumoral (Yoon et al., 2015). En el contexto del CCR, TP73 se ha encontrado

frecuentemente mutado, lo que sugiere una implicacion directa en la patogénesis de este tipo
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de cancer (J. Fan et al., 2022). Estudios previos han demostrado que ciertos polimorfismos
en TP73 estan asociados con el estadio clinico de la enfermedad (Gao et al., 2023), lo que
refuerza la importancia de este gen, también, en la progresion del CCR. Si bien estos
polimorfismos no se encuentran en desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo
identificado en nuestro estudio (7P73rs35837097), podrian representar una sefal de
asociacion distinta con una funcion biologica diferente. Es preciso destacar que la variante
TP73rs35837097 identificada fue la inica que se asoci6 con la SG de forma estadisticamente
significativa en el meta-analisis de las tres cohortes incluidas, lo que refuerza su relevancia
en el pronodstico del CCR, asociando con una SG mas corta. Dado que la variante
TP73rs35837097 se encuentra en una region intronica, es plausible que pueda alterar el
splicing alternativo del ARNm, lo que podria dar lugar a la produccién de isoformas de 7P73
con funciones que promuevan el desarrollo tumoral. Esto, a su vez, podria impactar
negativamente en la SG de los pacientes. El analisis funcional in silico realizado en nuestro
estudio reveld que el polimorfismo 7P73rs35837097 altera un motivo de unidn para el factor
de transcripcion Sin3Ak-20, lo que sugiere un posible impacto en la regulacion de la
expresion de 7P73. Sin3A es una proteina implicada en la represion transcripcional (Zhu et
al., 2018), y su interaccion con este polimorfismo podria afectar la expresion de 7P73 vy,
potencialmente, su funcién como supresor tumoral. Ademas, investigaciones recientes han
mostrado que la expresion de ciertas isoformas de 7P73 se asocia con periodos mas cortos
de SG en pacientes con cancer, posiblemente debido a la modulacion de otros genes
implicados en la progresion tumoral, como ABCBI y HMGBI (Cai et al., 2018; Ding et al.,
2023; Jia et al., 2019). Estos hallazgos, junto con el conocido papel de la familia 7P53 en el
desarrollo tumoral, refuerzan la idea de que 7P73 desempefia un papel clave en la progresion
del CCR. Finalmente, es relevante destacar que nuestro grupo ha publicado recientemente un
estudio en el que se demuestra la relacion entre marcadores genéticos en 7P63 y el desarrollo
de cancer de pancreas (Galvez-Montosa et al. 2024), lo que apoya la implicacion de los genes
de la familia 7P53 en la carcinogénesis de diferentes tipos de tumores. Estos resultados
refuerzan la necesidad de seguir investigando el papel de 7P73 como una posible diana

terapéutica en el tratamiento del CCR.
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UVRAG (UV Radiation Resistance Associated) ha sido identificado como un gen
relacionado con la progresion tumoral de varias neoplasias, incluido el CCR (S. He & Liang,
2015). Funcionalmente, este gen puede actuar tanto como promotor de la progresion tumoral
como supresor (Feng et al., 2007a; S. He & Liang, 2015; Song et al., 2020). En el estudio de
Shi y colaboradores, se encontrd una asociacion negativa entre UVRAG y el prondstico en
pacientes con CCR debido a su capacidad para aumentar la migracién celular, la
pluripotencialidad de las células tumorales y la resistencia a la quimiorradioterapia (Shi et
al., 2023). Estos efectos parecen estar mediados por la regulacion positiva de factores como
SP1 y la expresion de PD-L1, que permiten la evasion del sistema inmunolédgico al suprimir
las células T. En este entorno, UVRAG fortalece un microambiente tumoral que favorece la
supervivencia de las células cancerosas, lo cual esta asociado con un peor prondstico clinico
para los pacientes con CCR (Shi et al., 2023). Sin embargo, nuestros resultados muestran que
la variante UVRAGrs12221774 se asocio con una mayor SG en pacientes con CCR, aunque
esta asociacion no alcanzo significacion estadistica. Esta diferencia se explica por la
naturaleza pleiotropica de UVRAG, cuyo papel varia segun las alteraciones genéticas
especificas (Feng et al., 2007; C. Liang et al., 2006). Aunque los mecanismos no estan claros,
la variante UVRAGrs12221774 podria activar vias relacionadas con la autofagia que
contribuyen a la supresion tumoral, lo que podria ralentizar la proliferacion celular o actuar
modulando la respuesta inmune, creando un microambiente menos favorable para el
crecimiento tumoral. Un estudio interesante sefiala que la sobreexpresion de UVRAG, al
inhibir la histona desacetilasa 1 (HDAC1) en células de CCR, disminuye la citotoxicidad del
farmaco quimioterapico 5-fluorouracilo (5FU), favoreciendo la supervivencia celular (Jo et
al., 2018). Estudios previos también han demostrado la relacion de UVRAG con la quimio y
radiosensibilidad de las células de CCR y el impacto en la supervivencia celular (S. He et al.,
2015; Park et al., 2014). En definitiva, aunque los resultados de nuestro estudio no permiten
establecer una asociacion estadisticamente significativa de la variante UVRAGrs12221774
con la SG, teniendo en cuenta los hallazgos observados, esta variante podria estar implicada
en la modulacion de la funcion de UVRAG, lo que podria influir en el prondstico de los

pacientes con CCR.
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El gen GRID?2 (Glutamate lonotropic Receptor Delta Type Subunit 2), localizado en
laregion 7p22.1 (Katoh & Katoh, 2003), codifica para un receptor ionotropico del glutamato,
ampliamente conocido por su papel en la transmision sinaptica en el sistema nervioso central,
mediando la liberacion de neurotransmisores excitatorios (Ali et al., 2017; Allen et al., 2024).
No obstante, estudios recientes han vinculado este gen con procesos relacionados con la
progresion tumoral, especificamente en CCR (J. Zhao et al., 2023), y ha formado parte de
scores genéticos para la prediccion del prondstico de pacientes en otros tipos de tumores (Qiu
et al., 2020). Se ha descrito que GRID2IP, una proteina que interactiia con GRID2, podria
afectar la progresion del CCR al regular la infiltracion inmune en el tumor y participar en
mecanismos de autofagia (J. Zhao et al., 2023). Esto sugiere que GRID2 no solo tiene un rol
estructural en las sinapsis neuronales, sino que también podria influir en procesos claves del
microambiente tumoral. Por tanto, alteraciones en GRID?2 podrian favorecer mecanismos que
conducen a la progresion del CCR. Nuestros hallazgos sugieren que la variante
GRID2rs9990511 podria estar asociada con una SG mas corta en pacientes con CCR, aunque
esta asociacion no alcanzo significacion estadistica en nuestro meta-analisis. El andlisis in
silico mostr6 que la variante GRID2rs62310990, en fuerte desequilibrio de ligamiento con
GRID2rs9990511 (r* = 0.87), se encuentra en zonas de unidén a histonas en la mucosa
coldnica y el musculo liso del colon y el recto. Esto sugiere que esta region gendémica de
GRID?2 podria tener un efecto sobre la regulacion de la expresion en tejidos de colon y recto.
Asimismo, el andlisis in silico reveld que el polimorfismo GRID2rs9990511 altera sitios de
union para factores de transcripcion como Foxpl, que ha sido vinculado con la progresion en
CCR (De Smedt et al., 2015). La modulacion de estos factores transcripcionales podria ser
relevante en la regulacion de la proliferacion tumoral y en la respuesta inmune del
microambiente tumoral. Es posible que GRID?2 juegue un papel en la modulacion del sistema
inmunologico dentro del microambiente tumoral, afectando la capacidad del sistema inmune
para reconocer y eliminar las células tumorales. Adicionalmente, estudios previos han
demostrado que los receptores ionotropicos del glutamato, como GRID2, pueden activar vias
de sefializacion pro-oncogénicas que favorecen la resistencia a la apoptosis y promueven la

invasion tumoral (Eddy et al., 2022; Martino et al., 2013; Yu et al., 2017; C. Zhang et al.,
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2015). Por lo tanto, la variante GRID2rs9990511 podria estar implicada en la potenciacion
de estas vias oncogénicas, contribuyendo a una mayor agresividad del CCR vy, en
consecuencia, a una peor SG, aunque se necesitan mas estudios para confirmar esta posible

implicacion.

Finalmente, es importante mencionar las fortalezas y las limitaciones del estudio. Uno
de los principales aspectos positivos es el exhaustivo andlisis de variantes genéticas en los
234 genes relacionados con la autofagia, documentados en la base de datos de autofagia

(http://autophagy.lu/index.html). Destaca ademas el gran tamafio muestral, que para el

analisis de asociacion de riesgo de CCR abarca cuatro grandes poblaciones europeas con un
total de 15.076 sujetos, incluidos 8006 casos de CCR y 7070 controles, y para el analisis de
SG abarca dos grandes poblaciones europeas y una cohorte unicéntrica, con un total de 5645
pacientes con CCR. El tamafio de las cohortes incluidas en este estudio nos ha permitido
alcanzar una potencia estadistica del 80% para detectar una razén de momios de 1.12
(0=0.00027) para un SNP con una frecuencia de 0.25, lo cual pone de manifiesto tanto la
viabilidad del disefio como la robustez de los hallazgos obtenidos. Ademas, el estudio no se
limité a la identificacion de asociaciones genéticas, sino que se llevo a cabo un andlisis
exhaustivo del impacto de los SNPs asociados al riesgo de CCR sobre la respuesta
inmunologica. En este ambito, se analiz6 de manera detallada el efecto de los marcadores
genéticos sobre la produccion de citoquinas tras la estimulacion in vitro de sangre completa,
PBMCs y macrofagos derivados de monocitos con multiples patégenos y agentes
estimuladores del sistema inmune, asi como sobre la modulacion del recuento de células
sanguineas y las concentraciones de proteinas inmunoldgicas y hormonas esteroideas en
suero y plasma. Este enfoque permitié una mejor comprension del papel bioldgico de las
variantes genéticas analizadas y su posible relacion con el CCR. Ademas, se evalud el efecto
de estos SNPs en la modulacion del flujo de autofagia en PBMCs, tanto en condiciones

normales como tras la aplicacion de tratamientos especificos con metformina o bafilomicina.
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En cuanto a las limitaciones del estudio, una de las principales es su disefio
multicéntrico, lo que introduce una variabilidad no controlada debido a la dificultad de
obtener datos uniformes sobre el perfil mutacional de los pacientes (incluyendo mutaciones
en RAS, APC, MLHI, MSH2, MSH6, PMS2, TP53, EGFR, BRAF, LOH, PIK3CA y TGFBR).
Esta falta de uniformidad en la recopilacion de datos genéticos introduce un sesgo potencial
que puede afectar la precision y consistencia de los andlisis de asociacion genética y limitar
la capacidad para extraer conclusiones robustas sobre el impacto de estos perfiles genéticos
en el pronostico de los pacientes. Otro aspecto fundamental que destacar es la heterogeneidad
de la poblacion incluida en el andlisis de asociacion de las variantes genéticas con la SG. Las
tres cohortes incluidas presentan una alta variabilidad en cuanto a factores clinicos y
pronosticos, como el estadio tumoral y la localizacion del tumor, los cuales son conocidos
por influir de manera significativa en la SG de los pacientes. Desde un punto de vista
metodoldgico, es muy relevante destacar que los ajustes realizados en los andlisis de
regresion de Cox no fueron homogéneos entre las diferentes cohortes. En el estudio DACHS,
el que incluye mas nimero de pacientes, los valores de asociacion se ajustaron por diferentes
variables, incluyendo la edad, sexo, localizacioén del tumor primario, estadio, grado tumoral
y estado funcional del paciente. En el estudio CRCGen, sin embargo, los ajustes fueron mas
limitados, considerandose solo la edad y el sexo. Por su parte, en la cohorte CRC Jaén, los
valores se ajustaron por edad, sexo y estadio tumoral. Esta falta de uniformidad en los ajustes
introduce un nivel adicional de heterogeneidad en los andlisis de asociacién y, en
consecuencia, en los resultados del meta-analisis. Ademas, es importante sefialar que durante
el desarrollo de este estudio no se ha llevado a cabo una caracterizacion funcional
experimental exhaustiva de las variantes asociadas a la SG, a diferencia de lo que se ha hecho
con las variantes asociadas al riesgo de CCR. Se realizaron una serie de ensayos funcionales
en el marco del HFGP con resultados preliminares, y estudios in silico, lo que impide
determinar con precision los mecanismos bioldgicos subyacentes que explican la relacion
observada entre estas variantes genéticas y la SG. La falta de estudios funcionales
adicionales, como ensayos in vitro o in vivo, restringe la capacidad para validar si estas
variantes alteran procesos bioldgicos clave como la proliferacion celular, apoptosis o

modulacién inmunitaria, lo cual limita la interpretacion de los resultados.
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Si bien es evidente que nuestros hallazgos mas solidos hasta la fecha se centran en la
asociacion de variantes genéticas de autofagia con el riesgo de CCR, cuyos resultados fueron
publicados en una revista de alto impacto en 2021 (Sainz et al., 2021), este estudio también
constituye un avance significativo en la investigacion del prondstico de los pacientes con
CCR, analizando la asociacion de SNPs de genes relacionados con la autofagia y la SG.
Ademas, la incorporacion de la cohorte CRC Jaén, aunque més pequefia en comparacion con
las otras, demuestra nuestro firme compromiso con la continuidad de esta linea de
investigacion.

En definitiva, los resultados obtenidos en este estudio proporcionan una base solida
para continuar investigando el papel de los SNPs en genes relacionados con la autofagia en
la susceptibilidad y el pronostico del CCR y confirman el valor y el potencial de esta via para

futuras aplicaciones clinicas.
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CONCLUSIONES

1. Este estudio proporciona una evaluacion exhaustiva de la asociacion entre variantes

genéticas relacionadas con la autofagia y el riesgo de desarrollar CCR.

2. Marcadores genéticos en los genes DAPK2 y ATGS5 estan asociados con un mayor riesgo
a desarrollar CCR, lo que sugiere un papel de estos genes en los mecanismos de

susceptibilidad a CCR.

3. Elpolimorfismo rs11631973G en el gen DAPK2 modula la produccion de IL1J por parte
de los granulocitos en respuesta a componentes del microbioma intestinal, lo que sugiere

un mecanismo de inflamacion créonica mediado por DAPK2 que podria contribuir al

desarrollo de CCR.

4. El alelo G de rs11631973 en el gen DAPK?2 influye sobre el riesgo a desarrollar CCR a
través de la modulacion del niimero de células B CD24+CD38+CD27+IgM+, un tipo

celular enriquecido en los pacientes con CCR.

5. El alelo G de rs11631973 en el gen DAPK?2 esta asociado con una disminucion de los
niveles séricos de en-RAGE, lo que refuerza la posible implicacion de DAPK?2 en la
oncogeénesis colorrectal a través de la inhibicion de la respuesta inmune contra patdégenos

del tracto colonico, como Helicobacter Pylori.

6. El polimorfismo rs546456 en ATG5 podria influir en el riesgo de CCR mediante la
regulacion de la respuesta inmune, particularmente a través de la modulacion de los
niveles de TNFa e IL1p, asi como la regulacion del nimero de monocitos CD14+CD16-

circulantes y los niveles de CCL19 y cortisol en suero.

7. La presencia de los polimorfismos GRID2rs9990511, UVRAGrs12221774 'y
TP73rs35837097 asocian con la SG de los pacientes con CCR. Las variantes genéticas

en TP73 y GRIDZ2 asociaron con tiempos de supervivencia mas cortos, mientras que la
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variante en UVRAG se asocid con un mejor prondstico. Nuestros hallazgos sugieren una
posible y potencial implicacion bioldgica de GRID2, UVRAG y TP73 en el pronostico de

los pacientes con CCR.

. Nuestros hallazgos ponen de manifiesto la necesidad de llevar a cabo estudios adicionales
para comprender mejor como las variantes genéticas en DAPK2, ATGS5, GRID2, UVRAG
y TP73 influyen en el desarrollo y el pronostico del CCR. Combinar estos resultados con
otros factores genéticos y ambientales podria mejorar tanto la prevencion como el

tratamiento del CCR.
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GLOSARIO

ADN - Acido Desoxirribonucleico

ADNtc - ADN Tumoral Circulante

AINEs - Anti-Inflamatorios No Esteroideos

AKT - Protein Kinase B (Proteina Quinasa B)

APC - Adenomatous Polyposis Coli (Poliposis Adenomatosa Familiar)

AR - Acido Ribonucleico

ATG - Autophagy-related Genes (Genes Relacionados con la Autofagia)
ATGS - Autophagy Related 5 (Relacionado con la Autofagia 5)

AUC - Area Under the Curve (Area Bajo la Curva)

BCAC - Breast Cancer Association Consortium (Consorcio de la Asociacion de Cancer de
Mama)

BRAF - v-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B (Homologo B del Oncogén
Viral del Sarcoma Murino v-Raf)

BSA - Bovine Serum Albumin (Albumina Sérica Bovina)

Ca2+/calmodulina - Calcio/Ca2+ y Calmodulina

CCL19 - Chemokine Ligand 19 (Ligando Quimiocina 19)

CCR - Cancer Colorrectal

CD14+ - Molécula de Superficie CD14

CD16— - Molécula de Superficie CD16

CD24+ - Molécula de Superficie CD24

CD27+ - Molécula de Superficie CD27

CD38+ - Molécula de Superficie CD38

CEA - Antigeno Carcinoembrionario

CI - Confidence Interval (Intervalo de Confianza)

CIMP - CpG Island Methylator Phenotype (Fenotipo Metilador de Isla CpG)
CMS - Consortium Molecular Subtypes (Subtipos Moleculares del Consorcio)
CORSA - Estudio del Cancer Colorrectal de Austria

CpG - Cytosine-phosphate-Guanine (Citosina-fosfato-Guanina)
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CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (Repeticiones
Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas)

CTLA-4 - Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4 (Proteina 4 Asociada al Linfocito
T Citotoxico)

DAPKI1 - Death-Associated Protein Kinase 1 (Quinasa 1 Asociada a la Muerte Celular)
DAPK?2 - Death-Associated Protein Kinase 2 (Quinasa 2 Asociada a la Muerte Celular)
EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico)

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a
Enzimas)

ENA - European Nucleotide Archive (Archivo Europeo de Nucleo6tidos)

ENCODE - Encyclopedia of DNA Elements (Enciclopedia de Elementos de ADN)
en-RAGE - Especifico Receptor Avanzado de Productos de Glicacion

ERUS - Endoscopic Ultrasound (Ultrasonografia Endorrectal)

GEO - Gene Expression Omnibus (Omnibus de Expresion Génica)

GTEXx - Genotype-Tissue Expression Project (Proyecto de Expresion de Genotipo y Tejido)
GWAS - Genome-Wide Association Study (Estudio de Asociacion del Genoma Completo)
H3K4mel - Marca de Histona H3K4 Metilada en el Residuo 1

HFGP - Human Functional Genomics Project (Proyecto de Gendmica Funcional Humana)
ICGC - International Cancer Genome Consortium (Consorcio Internacional del Genoma
del Cancer)

IFN 7 - Interferon Gamma (Interferén Gamma)

IGM+ - Inmunoglobulina M

IL - Interleucina

IL1 - Interleucina 1 Beta

IMC - indice de Masa Corporal

INDEL - Insertions and Deletions (Inserciones y Eliminaciones)

KASPar™ - Tecnologia de Genotipado

Kb - Kilobases
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KRASG12 - Gen KRAS con la mutacion G12

LAMP?2 - Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 (Glicoproteina de Membrana
Asociada a Lisosomas 2)

LD - Linkage Disequilibrium (Desequilibrio de Ligamiento)

LOH - Loss of Heterozygosity (Pérdida de Heterocigosidad)

LPS - Lipopolysaccharide (Lipopolisacarido)

LUAD - Lung Adenocarcinoma (Adenocarcinoma de Pulmon)

MAPK-ERK - Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular signal-Regulated Kinase
(Proteina Quinasa Activada por Mitogenos/Cinasa Regulada por Senales Extracelulares)
MDM - Monocyte-Derived Macrophages (Macrofagos Derivados de Monocitos)
MLH1 - MutL Homolog 1 (Homoélogo de MutL 1)

mRNA - Messenger RNA (ARN Mensajero)

MSI - Microsatellite Instability (Inestabilidad de Microsatélites)

mTOR - Mammalian Target of Rapamycin (Diana de Rapamicina en Mamiferos)
mTORCI1 - Mammalian Target of Rapamycin Complex 1 (Complejo 1 de la Diana de
Rapamicina en Mamiferos)

MUW - Universidad Médica de Viena

NCI - National Cancer Institute (Instituto Nacional del Céncer)

NF-kB - Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor Nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas)

NIH - National Institutes of Health (Institutos Nacionales de Salud)

NLRP3 - NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (Familia de Receptores
Tipo NOD, que Contienen el Dominio de Pirina 3)

NRG3 - Neuregulin 3

NS - No Significativo

OMNI - Omni-Genotyping (Genotipado Omni)

OR - Odds Ratio (Razén de Momios)

PAF - Poliposis Adenomatosa Familiar

Pam3Cys - Synthetic Triacylated Lipopeptide (Lipopeptido Triacilado Sintético)
PBMC:s - Peripheral Blood Mononuclear Cells (Células Mononucleares de Sangre
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Periférica)

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

PD-L1 - Programmed Death-Ligand 1 (Ligando de la Muerte Celular Programada 1)
PET - Positron Emission Tomography (Tomografia por Emision de Positrones)
PHA - Phytohemagglutinin (Fitohemaglutinina)

PI3K - Phosphoinositide 3-Kinase (Fosfoinositido 3-Cinasa)

PIK3CA - Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
(Subunidad Catalitica Alfa de la Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfato 3-Cinasa)

PGE2 - Prostaglandin E2 (Prostaglandina E2)

PRS - Polygenic Risk Score (Puntuacion de Riesgo Poligénico)

QC - Quality Control (Control de Calidad)

R&D - Research and Development (Investigacion y Desarrollo)

RAGE - Receptor Avanzado de Productos de Glicacion

RICTOR - Rapamycin-insensitive Companion of mTOR (Compaiiero Insensible a la
Rapamicina de mTOR)

RM - Resonancia Magnética

RPMI - Roswell Park Memorial Institute (Instituto Roswell Park Memorial)

SCNA - Somatic Copy Number Alterations (Alteraciones en el Numero de Copias
Somaticas)

S100A12 - Proteina SI00A12

siRNA - Small Interfering RNA (Pequefio ARN Interferente)

SNP - Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de Nucle6tido Simple)
Taqman® - Tecnologia de Genotipado

TBS - Tris-Buffered Saline (Solucion Salina Amortiguada con Tris)

TBS-T - Tris-Buffered Saline with Tween 20 (Solucion Salina Amortiguada con Tris y
Tween 20)

TCGA - The Cancer Genome Atlas (Atlas del Genoma del Cancer)

TGF - Transforming Growth Factor (Factor de Crecimiento Transformante)

TGFPR - Transforming Growth Factor Beta Receptor (Receptor de Factor de Crecimiento
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Transformante Beta)

TILs - Tumor-Infiltrating Lymphocytes (Linfocitos Infiltrantes de Tumor)

TNFa - Tumor Necrosis Factor Alpha (Factor de Necrosis Tumoral Alfa)

TNM - Tumor, Node, Metastasis (Tumor, Ganglios, Metéstasis)

TP53 - Tumor Protein p53 (Proteina del Tumor p53)

TP73 - Tumor Protein P73 (Proteina del Tumor P73)

ULK - Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase (Quinasa Activadora de la Autofagia
Similar a Unc-51)

VEGEF - Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular)

Whnt/B-catenina - Ruta de Sefalizacion Wnt/p-catenina
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Tabla S1: Caracteristicas basales de la poblacion DACHS

CCR Controles
Caracteristicas (n=4485) (n=3513) P
Sexo, n (%)
Mujer 1768 (39.4%) 1355 (38.6%) -
Hombre 2717 (60.6%) 2158 (61.4%)
Edad, n (%)
30-49 222 (04.9%) 146 (04.2%)
50-59 688 (15.3%) 524 (14.9%)
60-69 1346 (30.0%) 1092 (31.1%) -
70-79 1529 (34.1%) 1175 (33.4%)
>80 700 (15.6%) 576 (16.4%)
Periodo de reclutamiento, n (%)
2003-2008 2156 (48.1%) 1764 (50.2%) 0,06
2009-2016 2329 (51.9%) 1749 (49.8%)
Educacion, n (%)
<9 years 2962 (66.0%) 1997 (56.8%) 3,92 x 107
10-11 years 778 (17.3%) 719 (20.5%) :
>11 years 735 (16.4%) 790 (22.5%)
Historia familiar de CCR, n (%)
Si 647 (14.4%) 378 (10.8%) 1.33x 10°
Fumador, n (%)
Nunca 1800 (40.1%) 1531 (43.6%) 5.47 x 10°
Ex-fumador 1965 (43.8%) 1547 (44.0%) )
Actual 705 (15.7%) 424 (12.1%)
IMC (kg/m2, n %)
<25 1683 (37.5%) 1174 (33.4%) 1.31 % 10
25-29.9 1902 (42.4%) 1644 (46.8%) :
230 872 (19.4%) 694 (19.8%)
Uso AINEs, n (%)
Si 1248 (27.8%) 1330 (37.9%) 3.35x 102"
Uso THS, n (%)
Si 518 (11.5%) 605 (17.2%) 6.55x 10"
Participacién en programas de
cribado, n (%)
Si 3774 (84.1%) 3207 (91.3%) 3.60 x 102
Localizacién tumoral, n (%)
Colon 2732 (60.9%) -
Rectosigma 242 (05.4%) -
Recto 1511 (33.7%)
Estadio, n (%)
| 1030 (23.0%) -
] 1334 (29.7%) -
11 1425 (31.8%) -
v 650 (14.5%) -

Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; CCR, cancer colorrectal; THS, terapia de reemplazo
hormonal; AINE, farmaco antiinflamatorio no esteroideo.

Faltan valores para los siguientes items: educacion (n=17, 0.2%), antecedentes familiares de CCR
(n=7, 0.1%), tabaquismo (n=26, 0.3%), IMC (n=29, 0.4%), AINE (n=98, 1.2%), THS (n=11, 0.1%),
chequeo médico (n=37, 0.5%) y estadio del tumor (n=46, 1.0%).

a Los valores de p no se informan para el sexo y la edad, ya que estos fueron factores de emparejamiento.
b Antecedentes de CCR entre familiares de primer grado.

¢ E1 IMC se calculd a partir de la altura y el peso reportado 5-14 afios antes del reclutamiento.

d Uso regular de aspirina o AINE (al menos dos veces por semana durante al menos 1 afio).

e Los participantes se clasificaron en tres grupos (bajo, medio o alto PRS) segtin los terciles del PRS entre
los controles.
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Tabla S2: Caracteristicas de la poblacion CCRGen

. CCR Controles
Caracteristicas
(n=948) (n=1076)
Sexo, n (%)
Mujer 337 (35.55) 527 (48.98)
Hombre 611 (64.45) 549 (51.02)
Edad, n (%)
20-29 3(00.31) 3 (00.28)
30-39 7 (00.74) 17 (01.58)
40-49 53 (05.59) 86 (07.99)
50-59 150 (15.82) 240 (22.30)
60-69 286 (30.17) 382 (35.50)
70-79 320 (33.76) 265 (24.63)
280 124 (13.08) 83 (07.71)
Desconocido 5 (00.53) -
Fumador, n (%)
Nunca 414 (43.67) 553 (51.39)
Exfumador 387 (40.82) 335 (31.13)
Actual 119 (12.55) 180 (16.73)
Desconocido 28 (02.95) 8 (00.74)
IMC (kg/m2, n %) @
<25 364 (38.40) 376 (34.94)
25-29.9 381 (40.19) 431 (40.06)
230 148 (15.61) 209 (19.42)
Desconocido 55 (05.80) 60 (05.58)
Uso de AINE, n (%) ®
Si 136 (14.78) 294 (27.53)
Uso de THS, n (%) °
Si 10 (02.97) 28 (05.39)
PRS, n (%) ¢
Bajo 211 (22.25) -
Medio 324 (34.18) -
Alto 413 (43.57) -
Localizacién, n (%)
Proximal 254 (26.79) -
Distal 681 (71.84) -
Desconocido 13 (01.37) -

Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; CCR, cancer colorrectal; TRH, terapia de reemplazo
hormonal; AINE, farmaco antiinflamatorio no esteroideo; PRS, puntuacion de riesgo poligénico.

a E1 IMC se calcul6 a partir de la altura y el peso reportado de 5 a 14 afios antes del reclutamiento.

b Uso regular de aspirina o AINE (al menos dos veces por semana durante al menos 1 afio). Este parametro
estaba disponible en 920 casos de CCR y 1068 controles.

¢ Los datos sobre THS estaban disponibles en 337 casos de CCR y 520 controles sanos.

d Los participantes se clasificaron en tres grupos (bajo, medio o alto PRS) segun los terciles del PRS entre
los controles.
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Tabla S3: Caracteristicas de los pacientes de la poblacion CRC Jaén

Caracteristicas Casos CCR (N=212)
Edad (afios) 61.65+11.07
Ratio sexo (hombre/mujer) 1.75(135/77)
Media tiempo de seguimiento (meses) 44,91 (24-61.5)
Vivo 55.13 (29-70.5)
Exitus 30.52 (15.5-41.5)
Estado en el seguimiento
Vivo 124 (58.49)
Exitus 88 (41.51)
Estadio
| 3(1.42)

1A 22 (10.38)

1B 20(9.43)

1A 28 (13.21)
s 28(13.21)
Inc 23 (10.85)
IV* 4(1.89)

IVA 45 (21.23)
IVB 16 (7.55)

IVC 23(10.85)

Abreviaciones: CCR, cancer colorrectal; SG, supervivencia global.
* Casos de pacientes con CCR estadio IV no definido
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Figura S1: Informe favorable para la realizacién del estudio por parte del Comité de Etica de la

Investigacion Provincial de Jaén

Junta de Andalucia
Consejeria de Salud y Consumo
SERVICIO ANDALUZ DE SALUD

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE JAEN

3.2.Mayo023.CEl

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION PROVINCIAL DE JAEN

D?. Ana Laura Ortega Granados, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion
Provincial de Jaén,

CERTIFICA

Que este Comité en su reunion de 25/05/2023, ha evaluado la propuesta para realizar el Estudio de
Investigacion titulado:

TITULO DEL ESTUDIO (TD): “Estudio de los polimorfismos en genes relacionados con la autofagia y su
relacién con el pronéstico de cancer colorrectal”

INVESTIGADORJ/ES: Tutor Asistencial: D. Pedro Sanchez Rovira, Tutor Académico: D. Juan Sainz Pérez,
Alumno: D. Francisco José Garcia Verdejo

PROTOCOLO: POLICCR/0894-N-23 Version y fecha: 1 de 10/05/2023

HIP Versién y fecha: 1.0 de 25/02/2020 Cl Version y fecha: 7 de 18/05/2021

Y considera que,

e Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del Protocolo y de la Hoja de Informacion al Paciente y
Consentimiento Informado, en relacion con los objetivos del estudio y se ajusta a los principios éticos,
aplicables a este tipo de estudios.

e Lacapacidad del/a Investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

e Estan justificados los riesgos y molestias previsibles para los participantes.

e Que los aspectos econémicos involucrados en el Proyecto, no interfieren con respecto a los postulados
éticos.

Por ello, el Comité de Etica de la Investigacion de Jaén, tras la valoracion del citado estudio, APRUEBA
la realizacion del mismo, clasificando el estudio con un nivel de riesgo:
BAJO, lo que implica que el IP debera remitir a este comité el informe final del estudio.

Secretaria del CEIl Provincial de Jaén

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE JAEN
Avda. Ejercito Espaiol, 10. 23007 — Jaén
Unidad de Investigacién

Tel. 953 00 85 19
ui.chj.sspa@juntadeandalucia.es
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Figura S2: Grifico representativo del analisis Western blot de autofagia.
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