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RESUMEN

RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores mas frecuentes en los paises
desarrollados. Aunque su incidencia y mortalidad han disminuido, su pronéstico no ha cambiado,
y un alto porcentaje de pacientes con CCR desarrollan recaidas, metdstasis metacrénicas o
recidivas locales, durante su enfermedad. Otra de las caracteristicas que afectan a la progresién
de la enfermedad es la existencia de metdstasis distales en el momento del diagndstico
(metastasis sincrdnica), y, ademas, algunas de ellas escapan a las técnicas de imagen actuales, las
denominadas metdastasis subclinicas. La identificacién de estos pacientes es muy importante para

su correcto manejo, pero la falta de marcadores prondsticos lo dificulta.

Las células madre cancerigenas (CMCs) parecen ser las responsables del desarrollo y
progresion del tumor, y lo que parece mds importante, de la resistencia a tratamientos y por tanto
el pronéstico del paciente. Dada la conexién entre la alteracién circadiana y el desarrollo y la
progresion del cancer, nos propusimos analizar la importancia prondstica de las proteinas

circadianas centrales en el CCR, asi como su relacién con los marcadores de CMCs.

Medimos la expresion de PER1-3, CRY1-2, BMAL1, NR1D2, CD44 y CD133 en una cohorte
de pacientes con CCR mediante inmunohistoquimica (IHC) y analizamos su potencial prondstico
en esta enfermedad. Comparamos la expresidon de la proteinas con tejidos normales, para
identificar los patrones de alteracién en los tumores, y a su vez los patrones de expresién entre

tejidos tumorales de colon y recto.

Para todas las proteinas estudiadas a excepciéon de BMAL1, CD44 y CD133 se encontré
menos expresion en tumores, y las relaciones entre ellas cambian, modificando asi los bucles
esenciales de regulacién del reloj circadiano. En algunos casos se asocid la disminucion de la
expresion con variables clinico-patoldgicas de tumores mas agresivos, y ademas se encontraron

algunas diferencias de expresion entre tumores de colon y recto.

La baja expresion de PER2 y BMAL1 se asocid de forma significativa con la metastasis en
el momento del diagndstico de la enfermedad, mientras que la alta expresion de CRY1 aparecio
como un factor prondstico independiente del desarrollo de metastasis distales tras el diagndstico.
La alta expresion de NR1D2 y baja expresion de CD44 aparecid como factor prondstico
independiente del desarrollo de recidiva local tras el diagndstico de la enfermedad. Los pacientes
con baja expresion de CD44 y alta expresién de CRY1 mostraron una menor supervivencia libre de
enfermedad. Ademas, los pacientes con baja expresién de CD44 y alta expresién de CRY1, asi
como alta expresion de CD133 y alta expresién de CRY1 mostraron una menor supervivencia

global a tres y cinco afios.

Aunque estos marcadores necesitan ser validados en cohortes mas grandes y de
diferentes etnias, la simplicidad de la IHC hace que estas proteinas sean candidatas para

personalizar el tratamiento del CCR.
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SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common tumours in developed countries.
Although its incidence and mortality have decreased, its prognosis has not changed, and a high
percentage of CRC patients develop relapses, metachronous metastases or local recurrences,
during their disease. Another feature affecting disease progression is the existence of distal
metastases at the time of diagnosis (synchronous metastases), and some of them escape current
imaging techniques, the so-called subclinical metastases. The identification of these patients is
very important for their correct management, but the lack of prognostic markers makes this
difficult. Cancer stem cells (CSCs) appear to be responsible for tumour development and
progression, and more importantly, for resistance to treatment and, therefore, the patient’s
prognosis. Given the connection between circadian disruption and cancer development and
progression, we set out to analyse the prognostic significance of core circadian proteins in CRC, as

well as their relationship with markers of CSCs.

We measured the expression of PER1-3, CRY1-2, BMAL1, NR1D2, CD44 and CD133 in a
cohort of CRC patients by immunohistochemistry (IHC) and analysed their prognostic potential in
this disease. We compared protein expression with normal tissues to identify patterns of
alteration in tumours and patterns of expression between colon and rectal tumour tissues. All
proteins studied except BMAL1, CD44 and CD133, were subexpressed in tumours, and the
relationships between them changed, thus modifying the essential loops of circadian clock
regulation. In some cases, decreased expression was associated with clinicopathological variables
of more aggressive tumours, and some differences in expression were found between colon and

rectal tumours.

Low expression of PER2 and BMAL1 was significantly associated with synchronous
metastases, while high expression of CRY1 appeared as an independent prognostic factor for the
development of distal metastases after diagnosis. High expression of NR1D2 and low expression
of CD44 appeared as an independent prognostic factor for the development of local recurrence
after diagnosis. Patients with low CD44 expression and high CRY1 expression showed lower 3-year
and 5-year DFS. In addition, patients with low CD44 expression and high CRY1 expression as well
as high CD133 expression and high CRY1 expression showed lower 3-year and 5-year OS.

Although these markers need to be validated in larger and ethnically diverse cohorts, the

simplicity of IHC makes these proteins candidates for personalising CRC treatment.
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1 INTRODUCCION

1.1 CANCER COLORRECTAL (CCR)

1.1.1 Epidemiologia

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad del
mundo, con aproximadamente 19.3 millones de casos nuevos. Las estimaciones poblacionales

indican que el numero de casos nuevos aumentard hasta los 30.2 millones al afio en 2040 [1]-[4].

En la actualidad el cancer colorrectal (CCR) supone aproximadamente el 10% de todos los
canceres diagnosticados y las muertes por esta causa, siendo el tercer tipo de tumor mas
frecuente en todo el mundo, después del cdncer de mamay pulmén, y el segundo en términos de
mortalidad, con aproximadamente 9,96 millones de muertes relacionadas con cancer en el afo
2020 de acuerdo con los datos proporcionados por la International Agency for Research on Cancer
(IARC). Al igual que con la incidencia, se espera un incremento de la mortalidad en los préoximos

anos, estimandose la mortalidad en mas de 16,3 millones en 2040 [5].

Numero estimado de casos incidentes y muertes en todo el mundo, ambos sexos, todas las X
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Figura 1. Tumores mds frecuentes diagnosticados en el mundo.

Numero de casos incidencia y mortalidad en todo el mundo, para ambos sexos y todas las edades. Fuente:
GLOBOCAN 2020. Grdfico: Global Cancer Observatory (http://gco.iarc.fr/) © International Agency for Research on
Cancer 2020.
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La incidencia y mortalidad del CCR es mayor en paises desarrollados, encontrandose
Espafia entre los 13 paises con la mayor tasa de mortalidad, habiendo sido en nuestro pais el

tumor con mayor nimero de casos nuevos en 2020.

Estimated age-standardized mortality rates (World) in 2020, Colorectum, both sexes, all ages
-

ASR (World) per 100 000

2113
87-11.3
6.5-8.7

4.6-6.5 - Not applicable
<46 No data

All rights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publication do not imply the expression of any opinion whatsoever  Data source: GLOBOCAN 2020 ¢ 2% World Health
on the part of the World Heaith Organization / International Agency for Research on Cancer concerning the legal status of any country, territory, city or areaor  Graph production: IARC Y¥'# 2 Organization
of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate borderlines for which frit Ncadl

(htepigeo arc.fr/today)
there maynot yet be full agreement. World Health Organization © International Agency for
Research on Cancer 2022

Figura 2: Clasificacion tasas estimadas de mortalidad estandarizadas por edad en cada pais en 2020, de CCR en ambos
sexos y todas las edades

En Espafia es también una de las principales causas de morbi-mortalidad; el nimero de

casos de cancer diagnosticados de cualquier tipo en 2022 alcanzard los 280.100 casos y unas

113.000 muertes, segun cdlculos de REDECAN, lo que supone un ligero incremento con respecto

a los afios anteriores. Aun asi, los datos pueden estar infravalorados, al ser estimaciones que no

han tenido en cuenta las consecuencias de la pandemia de la COVID19, y por la que se ha visto

afectados los programas de cribado y deteccion precoz.

Al igual que con la incidencia, se espera un incremento de la mortalidad en los préximos
afos, y se estima que la incidencia alcance en Espafia los 341.000 casos y 160.000 muertes en

2040.

Segun los datos del INE, el cadncer continua siendo en nuestro pais la segunda causa de
muerte tras las enfermedades del sistema circulatorio. Tan solo durante 2020, las enfermedades
infecciosas (COVID-19) han relegado al cdncer a una tercera posicién. Sin embargo, a pesar de las
defunciones por COVID-19, en varones se han mantenido los tumores como primera causa de
muerte (Instituto Nacional de Estadistica (INE). Defunciones segln la causa de muerte. Disponible

en: https://www.ine.es/).
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Defunciones segun causa de muerte por capitulos de la CIE-10 (Clasificacion Internacional de
Enfermedades) y sexo. Afio 2020
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Figura 3: Defunciones segun causa de muerte por capitulos de la CIE-10 (Clasificacion Internacional de Enfermedades)
y sexo. Afio 2020.

* De las 80.793 muertes por enfermedades infecciosas, 74.837 fueron por COVID, 38.917 en varones y 35.922 en
mujeres

Existen diferencias entre sexos: Los canceres mas frecuentes diagnosticados en varones

en Espafia en 2021 fueron los de préstata, colon y recto, pulmdn y vejiga urinaria. Los canceres

mas frecuentemente diagnosticados en mujeres en Espafia en 2021 fueron los de mamay los de

colon y recto.

En cuanto a tipos de cancer, en varones, se estima que el cancer de pulmén sera el
responsable de una cuarta parte de las muertes por cancer (17.346 fallecimiento; 25,6%), seguido
por los canceres colorrectales (9.640; 14,2%), de prostata (5.798; 8,6%) y de vejiga urinaria (4.433;
6,5%). Y en mujeres, los tipos de cancer responsables de una mayor mortalidad seran los canceres
colorrectales (6.830; 15,1%), y los de mama (6.606; 14,6%), seguidos de cerca por los de pulmdn
(5.584; 12,3%).

De forma general, la mortalidad por cdncer en Espaifa ha experimentado un fuerte
descenso en las Ultimas décadas. Estas tendencias reflejan las mejoras en la supervivencia de los
pacientes con tumores debido a las actividades preventivas, las campafias de diagndstico precoz

y los avances terapéuticos. Este descenso de la mortalidad no es uniforme en todos los tumores.
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Globalmente, la supervivencia neta a 5 afos del diagndstico de los pacientes
diagnosticados en el periodo 2008-2013 en Espafia fue de 55,3% en los hombres y de 61,7% en las
mujeres. Estas diferencias en la supervivencia global entre sexos se deben probablemente a que
determinados tumores son mas frecuentes en un sexo que en otro, ya que las diferencias mas

importantes en supervivencia se deben al tipo tumoral, junto con el estadio al diagndstico [1]-[4].

Las tasas de supervivencia a 5 ailos en CCR han aumentado en los ultimos afios. En varones
ha pasado de un 57.5% a 63.1% para colon y de un 64.3% a 68.2% para recto. Y en mujeres, se ha

observado un aumento del 59.8% al 63.9% para colony de un 58.1% a 62.7% para recto [1]-[4].

Es importante tener en cuenta que la mortalidad podria ser un mejor indicador de los
avances terapéuticos que la supervivencia, ya que se ve menos afectada por algunos factores
como los cambios en los programas de deteccion (si aumentan los casos detectados precozmente
aumenta la supervivencia y la incidencia, aunque no disminuya necesariamente la mortalidad)

(1]-[4].
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1.1.2 Factores de riesgo

Son numerosos los factores hereditarios y medioambientales que incrementan el riesgo
de padecer CCR. Entre ellos el incremento de edad y el género masculino han mostrado en
numerosos estudios epidemiolégicos que guardan una fuerte asociacidon con el aumento del

riesgo de desarrollar CCR [4]

Existen otros factores de riesgo en los estilos de vida que son modificables como
tabaquismo [6], ingesta excesiva de alcohol [7], consumo de alimentos procesados y carnes rojas

[8], y el sobrepeso [9].

Ademas, estudios realizados sobre la microbiota intestinal sugieren que la infeccion con
algunas especies de bacterias, como Fusobacterium nucleatum y Bacteroides fragilis, también

podrian incrementar el riesgo de sufrir CCR [10], [11].

Por otro lado, los antecedentes familiares de CCR parecen influir en el 10-20% de los
pacientes con CCR [12], aunque con un riesgo que varia dependiendo del nimero de familiares
afectados y la edad al diagnédstico [13]. Estudios basados en familias y gemelos estiman para la
heredabilidad del CCR un rango entre un 12% y un 35% [14]. Algunos andlisis gendmicos han
identificado genes de susceptibilidad al cancer (polimorfismos comunes en un solo nucleétido)
asociados al riesgo de CCR, sin embargo, la mayoria de los factores que causan el CCR estan no

estdn claros y estdn sujetos a mas estudios [15].

Un subgrupo de aproximadamente 5-7% de los pacientes con CCR estan afectados por
sindrome de CCR hereditario bien definido [16]. Ademads, los pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal de larga duracién y los que tienen una historia previa de CCR o adenomas

tienen un mayor riesgo de CCR y requieren una vigilancia adecuada [17].

Los sindromes hereditarios de CCR pueden subdividirse en sindromes no polipdsicos

(sindrome de Lynch y CCR familiar) y sindromes polipdsicos.

Los sindromes de poliposis son mas faciles de reconocer, ya que el médico se ve alertado
por el nimero de pdlipos. El tipo de pdlipos puede conducir directamente al diagndstico
adecuado. El sindrome de Lynch, sin embargo, se pasa por alto con frecuencia, ya que esos
pacientes tienen pocos adenomas y esos adenomas se parecen morfolégicamente a las lesiones

esporadicas [17].

El sindrome de Lynch es causado por una disfuncién en el Sistema de Reparacion del ADN
(DNA Mismatch Repair System), caracterizado por la expansidn o contraccion de las regiones de

microsatélites del ADN en tejidos tumorales en comparacion con los tejidos sanos, denominado

-11-
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Inestabilidad de Microsatélites (MSI, Microsatellite Instability). La inestabilidad de microsatélites
puede ser identificada mediante andlisis moleculares, o mediante inmunohistoquimica, ya que

estos tumores también muestran deficiencias en las proteinas reparadoras [17].

Debido a la aceleracion de la via adenoma-carcinoma, se aconseja a los pacientes con
sindrome de Lynch que se sometan a colonoscopias frecuentes, 1 o 2 veces al aifo, desde los 20

hasta los 25 afios de edad [16].

La Inestabilidad de Microsatélites no es exclusiva del Sindrome de Lynch, ya que aparece

en aproximadamente en un 15% de los casos de CCR esporadico [17].
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1.1.3 Patogénesis

La mayoria de los canceres surgen de un pdlipo. Este proceso comienza con una cripta
aberrante, que evoluciona hacia una lesién neopldsica precursora (un pélipo), y que finalmente
progresa hacia el CCR. El periodo desde el inicio hasta el desarrollo del cancer puede llevar entre

10 a 15 anos.

En general, existen dos vias principales de lesiones precursoras distintas (Figura 4): la via
tradicional del adenoma-carcinoma (también denominada secuencia de inestabilidad
cromosomica) que da lugar al 70-90% de los canceres colorrectales, y la via de la neoplasia
serrada que supone un 10-20% de los cdnceres colorrectales. Estas vias representan multiples
acontecimientos genéticos y epigenéticos, en un orden mds o menos secuencial [18]. Los
fenotipos de inestabilidad cromosémica suelen desarrollarse tras acontecimientos gendémicos

iniciados por una mutacién de APC, seguida de la activacidn de RAS o la pérdida de funcién de

TP53. Por el contrario, la via de la neoplasia serrada se asocia a mutaciones de RAS y RAF, y a la

inestabilidad epigenética, caracterizada por el fenotipo de metilacién de islas CpG, que da lugar a

canceres con estabilidad e inestabilidad de microsatélites. Otros estudios del genoma completo
también han identificado nuevos marcadores y subtipos fenotipicos sobre la base de las
mutaciones presentes (por ejemplo, la presencia de mutaciones en la polimerasa-€ o POLE (DNA
polymerase epsilon) o la deficiencia en genes reparadores ([dMMR], Mismatch Repair Deficiency)

gue dan lugar a un fenotipo hipermutado.

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

SMAD4 MLH1,3

TP53 ame PMS2,6

4 A v v v

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

Figura 4: Vias de desarrollo del CCR.

Los adenomas convencionales progresan por la acumulacion secuencial de mutaciones genéticas y la
inestabilidad cromosémica, lo que provoca tumores de microsatélites estables (A). La via de la neoplasia serrada suele
iniciarse, aunque no siempre, por la mutacion de los genes BRAF o KRAS, pero luego progresa por la metilacion de los
genes supresores de tumores CpG island methylator phenotype [CIMP]; (B). Dependiendo de los genes silenciados
epigenéticamente a medida que las lesiones progresan, pueden resultar tanto tumores estables como inestables en
cuanto a los microsatélites. La inestabilidad de los microsatélites es el resultado de una reparacion defectuosa del ADN
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a través de la inactivacion de los genes MMR, y se caracteriza por la mutacion de la linea germinal de los genes de
reparacion que también se observa en el sindrome de Lynch (C). Existe cierto solapamiento entre las vias de los
microsatélites estables e inestables. Comparativamente, se sabe poco sobre la via tradicional serrada, pero se estdn
acumulando pruebas de que se trata de un subtipo molecular distinto. PAF=poliposis adenomatosa familiar. Imagen de
(Dekker et al., 2019).

Diferencias con respecto a la localizacion del tumor

Las caracteristicas moleculares de los canceres de colon ascendente, derecho o proximal
son diferentes a los de colon izquierdo, descendente o distal, y a su vez, diferentes de los de recto.
Ademas de las diferencias moleculares, existen diferencias embrioldgicas, biolégicas y
anatdmicas. La lateralidad desempefia un papel clave, especialmente en el contexto metastdasico,
y se reconoce cada vez mas como un marcador predictivo de la respuesta a los fadrmacos antiEGFR

[19], [20].
Subtipos moleculares

En 2014, sobre la base de la expresién genética, el CCR se clasificd en cuatro subtipos
moleculares (consensus molecular subtypes [CMS 1-4] [21]. Los genes o vias implicados son
Unicos para cada CMS (MSI immune [CMS1], canonical [CMS2], metabolic [CMS3], and
mesenchymal [CMS4]). El cancer de colon ascendente suele ser MSl-inmune y tumores
metabdlicos [22]. Aunque la lateralidad y el estado de la mutacidn (RAS o RAF) de los tumores
son factores que ayudan a elegir los tratamientos sistémicos, la clasificacion CMS se esta

explorando en los ensayos clinicos como marcador prondstico o predictivo.
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1.1.4 Diagnéstico y tratamiento

1.1.4.1 Diagnéstico

La incidencia y mortalidad por CCR ha disminuido en las dos ultimas décadas debido a los
avances en el conocimiento de la historia natural de la enfermedad y a los avances en su deteccion

y prevencién [23].

El prondstico de los pacientes con CCR ha mejorado gracias a la existencia de programas
de cribado cuyo objetivo es detectar a individuos asintomdticos que presentan lesiones
precancerosas (polipos) o adenocarcinomas en una fase inicial de progresién tumoral,

disminuyendo la incidencia y mortalidad por CCR [23].

El CCR es en gran medida una enfermedad asintomatica hasta que alcanza una fase
avanzada. Algunos pacientes pueden presentar una amplia gama de signos y sintomas, como
cambios en los habitos intestinales, anemia o dolor abdominal, pérdida de peso inexplicable o
hemorragia rectal (oculta o manifiesta). La hemorragia rectal es un sintoma comun tanto de
causas benignas como malignas vy, por lo tanto, podrian necesitarse factores de riesgo adicionales
para ayudar a identificar a las personas que deberian someterse a una investigacion mas profunda

mediante colonoscopia [24].

Para diagnosticar el CCR, la colonoscopia es el método de eleccidn. La identificacidn
mediante colonoscopia de las lesiones avanzadas es relativamente sencilla, pero los canceres

colorrectales tempranos pueden aparecer como lesiones muy sutiles de la mucosa [24]-[26].

Son muchos los estudios de cohortes y de casos y controles han demostrado la eficacia de
la colonoscopia en la reduccién de la incidencia y la mortalidad por CCR [23], [27], [28]. Los
resultados de algunos de ellos muestran una reduccidn de riesgo de un 77% de CCR de cualquier
tipo, una reduccidn del 56% en cancer de colon ascendente (derecho) y del 84% de cancer de
colon descendente (izquierdo) [23]. Sin embargo, aunque los estudios muestran una reduccion de
hasta un 67% en muertes por CCR del lado izquierdo, la reduccién en CCR ascendente apenas llega

al 27% [29].

Las diferencias entre la reduccion del riesgo entre cadncer de colon ascendente y
descendente es probable que esté relacionado con varios factores, como la colonoscopia
incompleta (que tiene menos probabilidades de investigar el colon proximal), la dificil visualizacion
en el colon proximal, la peor preparacion del intestino y las posibles diferencias bioldgicas entre

los CCR localizados proximalmente y distalmente [23].
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La colonografia por tomografia computerizada (TC) se utiliza como método de imagen
complementario para el diagndstico de pdlipos y CCR (por ejemplo, tras una colonoscopia
incompleta o inadecuada). Sin embargo, los métodos de imagen se utilizan sobre todo para la

estadificacién locorregional y a distancia. En el cadncer de recto, la estadificacidn locorregional se

realiza de forma rutinaria mediante Resonancia Magnética (IRM), y guia las decisiones de
tratamiento posteriores [30]. La estadificacién locorregional del cancer de colon ha adquirido
mayor importancia, ya que la terapia sistémica neoadyuvante tiene el potencial de reducir el
tamano de los tumores localmente avanzados. La tomografia computarizada se utiliza de forma

rutinaria para este fin, aungque con una precision restrictiva [31]. La estadificacién a distancia del

higado y los pulmones se realiza de forma rutinaria con Tomografia Axial Computerizada (TAC),

con un papel cada vez mas importante que RM para la determinacién adicional de las lesiones
hepaticas. Cada vez se utilizan mas las imagenes de PET-TC, pero su funcién exacta para la
estadificacién y la evaluacidn de la carga de la enfermedad en los casos avanzados sigue siendo

objeto de debate [32].

Otras pruebas empleadas son las basadas en analisis de sangre. Ademas de obtener un
recuento sanguineo completo, todas las directrices recomiendan comprobar las concentraciones
de antigeno carcinoembrionario en el momento del diagnéstico. Una concentracién inicial elevada
de antigeno carcinoembrionario se asocia a un peor prondstico, y las concentraciones que no se

normalizan en la fase postoperatoria podrian indicar enfermedad residual [33].

En los ultimos afios, un nuevo concepto de diagndstico del cdncer, denominado "biopsia
liquida", ha atraido cada vez mas la atencién [34]. La biopsia liquida se refiere al analisis de las
células tumorales circulantes (CTC), el ADN tumoral libre (ctADN) y/o los marcadores de proteinas
gue son detectables en la sangre. Las aplicaciones potenciales de la biopsia liquida son amplias, e
incluyen la deteccidn precoz del cancer, el seguimiento de la enfermedad minima residual y la

respuesta al tratamiento, asi como la orientacion del tratamiento [35], [36].

La primera prueba de suero aprobada por la FDA para el cribado del CCR es el ensayo de
ADN Septin9 metilado. En un estudio en el que se utilizd la colonoscopia como estandar de
referencia, la prueba Septin9 tuvo una sensibilidad del 48,2% y una especificidad del 91,5% [37].
La sensibilidad para los estadios I-IV del CCR fue del 35,0%, 63,0%, 46,0% y 77,4%,
respectivamente, pero la sensibilidad para los adenomas avanzados fue sdélo del 11,2%. Ademas,
se carece de datos que evallen la eficacia de Septin9 como prueba de cribado en la incidencia y

mortalidad del CCR [37].
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Otro ejemplo de los recientes avances en la investigacion de la biopsia liquida es el
desarrollo de un analisis de sangre (CancerSEEK) que fue capaz de detectar ocho tipos de cancer
comunes basandose en los niveles de proteinas circulantes y mutaciones en el ctDNA [38]. Aunque
este estudio ha demostrado que el uso de la biopsia liquida como herramienta de cribado es muy
prometedor en el futuro, la utilidad clinica de las pruebas de cribado basadas en la sangre
dependerd de los resultados de los estudios prospectivos en grandes poblaciones para determinar
su rendimiento (como la sensibilidad y la especificidad). Ademds, el manejo de los resultados

falsos positivos puede ser un reto [23].

También ha sufrido un desarrollo importante en los dltimos afos las pruebas basadas en
el estudio de heces: gFOBT (guaiac-based fecal occult blood test) and FIT (fecal immunochemical

test) [23].

Muiltiples ensayos clinicos aleatorios han demostrado que el cribado con gFOBT reduce la
mortalidad relacionada con el CCR, hasta en un 32%. Esta prueba tiene una sensibilidad entre un
62-79% y una especificidad del 87-96%, aunque pueden dar falsos positivos por la presencia de
sangre procedentes de carnes rojas o algunos otros alimentos [25], [39], [40]. El FIT utiliza la
tecnologia de anticuerpos para detectar la hemoglobina humana intacta, por lo que no interfiere
con la dieta, y ha mostrado mayor sensibilidad y especificidad que el gFOBT [41]. La principal
ventaja de las pruebas basadas en las heces es la comodidad para realizarlas. Estas pruebas no

son invasivas, sin necesidad de preparar el intestino y pueden realizarse en casa.

Por ultimo, la histologia sigue siendo la base de la estadificacion patoldgica y del
tratamiento posterior. Ademds de la cldsica estadificacion TNM, la subtipificacion histoldgica, la
gradacioén y la evaluacion histoldgica de la invasidn linfatica, perineural y venosa, cada vez se
reconoce mas el valor de una multitud de marcadores basados en el tumor (incluidas los MSl y el
Immunoscore) [32], [42]-[44]. Las pruebas MSI se estan adoptando no sélo para la identificacion
del sindrome de Lynch, sino también por las implicaciones para la terapia adyuvante basada en la
fluoropirimidina, y el potencial de identificar a los pacientes con CCR metastasico que se
beneficiarian de la inmunoterapia [44]. Mismatch-repair testing se realiza mediante
inmunohistoquimica, y la mayoria de las instituciones recurren a la prueba MSI basada en la PCR
sélo si los resultados son equivocos. Las mutaciones de RAS y RAF regulan la proliferacién, la
apoptosis y la angiogénesis y tienen un papel evolutivo como marcadores de prondstico y

prediccion en el tratamiento del CCR [45]-[47].

En los ultimos afos, la disponibilidad de las pruebas de paneles multigénicos ha

proporcionado una herramienta prometedora para estratificar con mayor precisién a los
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pacientes en funcién de sus riesgos de CCR [48]. En un estudio de mas de 10.000 individuos se
descubrid que el 0,9% de ellos eran portadores de al menos una mutacion patogénica o una
variante probablemente patogénica. En diversos estudios se ha encontrado que entre un 10-25%
de los individuos analizados tienen mutaciones en la linea germinal de los genes de susceptibilidad
al céncer, el 3,1% con mutaciones del sindrome de Lynch y el 7,0% con mutaciones no
relacionadas con el sindrome de Lynch [49]-[51]. Estos resultados muestran que
aproximadamente 1 de cada 5 individuos con CCR menores de 50 afios es portador de una
mutacién en la linea germinal asociada al cancer, lo que respalda la idea de que todos los pacientes

jovenes con CCR deberian someterse a pruebas de linea germinal [52].

Otro avance hacia la medicina de precisidn es el desarrollo de puntuaciones de riesgo de
CCR individualizadas basadas en factores de riesgo ambientales y genéticos. Un estudio realizado
por Jeon et al. cred modelos para determinar el riesgo de CCR basados en los antecedentes
familiares, 19 factores ambientales y de estilo de vida (E-score) y 63 polimorfismos de un solo
nucledtido asociados al CCR (G-score). El modelo que combina ambas puntuaciones y los
antecedentes familiares demostré una mayor precisién en la determinacién del riesgo de CCR de
un individuo en comparaciéon con el uso de los antecedentes familiares Unicamente. Estos
sistemas de puntuacidn representan un paso importante hacia el desarrollo de estrategias
individualizadas de prevencién del CCR que sean mds precisas que las basadas en las actuales

directrices de cribado [23], [53].

1.1.4.2 Tratamiento

A la reduccion de la mortalidad también han contribuido los avances en el abordaje y

tratamiento de la enfermedad [4].

Debido a los programas de cribado, cada vez son mas los casos de CCR diagnosticados en
estadios precoces, donde es posible que en la misma colonoscopia diagndstica puedan ser
resecados los pdlipos malignos endoscépicamente, lo que permite una evaluacién precisa de las
caracteristicas de alto riesgo (profundidad de la invasion submucosa, diferenciacién, invasidn

linfatica y brotes tumorales) y de los margenes profundos y laterales por parte del patdlogo [4].

La cirugia es la piedra angular del tratamiento con intencién curativa. La laparoscopia se
ha convertido en la técnica estandar para el cdncer de colon. La cirugia del cancer de recto es mas
compleja debido a la accesibilidad y a la intrincada anatomia de la pelvis, siendo la escision
mesorrectal el enfoque estandar, con mayor o menor extensidn de la reseccidn si afecta a esfinter

y estructuras circundantes [4].
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En tumores de recto, se ha demostrado el beneficio de la radioterapia preoperatoria en
la reduccién del riesgo de recidiva local, frente a la radioterapia postoperatoria [54]. La reduccién
del riesgo que se consigue con la radioterapia preoperatoria depende del estadio clinico y de la
calidad de la cirugia. La quimiorradioterapia es la terapia mas utilizada; en la mayoria de los
pacientes se consigue una reduccion del tamafio del tumor, y en un 15-20% se consigue una

respuesta completa [55], [56].

Uno de los avances importantes en el CCR en estadio IV es el nimero creciente de terapias
locales disponibles para el abordaje de las metastasis, con el objetivo de controlar la enfermedad
a largo plazo y la posible curacién. La cirugia hepdtica ha evolucionado hacia una cirugia de bajo

riesgo incluso para la enfermedad extensa. La reseccién de las metdstasis hepaticas se considera

cada vez mas dentro de un enfoque multimodal con tratamiento sistémico y otras técnicas de
ablacién local (por radiofrecuencia, por microondas o la radioterapia) [57]. El tratamiento local de

las metdstasis pulmonares es mas controvertido, y se puede recurrir a la reseccioén, la radioterapia

estereotdctica y la ablacidn por radiofrecuencia. Las metdstasis peritoneales se han considerado

durante mucho tiempo como una condicién intratable. La cirugia citorreductoray la quimioterapia
intraperitoneal hipertérmica han permitido mejorar la supervivencia en un subconjunto de

pacientes con enfermedad limitada [57].

Como terapia adyuvante, la quimioterapia basada en la fluoropirimidina mejora la
supervivencia en los canceres resecados en estadio Ill y en un subconjunto de cdnceres de colon
en estadio Il (por ejemplo, T4 de alto riesgo, mal diferenciados). Varios estudios de referencia,
incluido el estudio MOSAIC [57], establecieron la adicion de oxaliplatino a una fluoropirimidina

(fluorouracilo o capecitabina) como el nuevo estandar [58].

Los canceres rectales se tratan de forma similar, aunque el valor de la quimioterapia
adyuvante en pacientes que han recibido quimiorradioterapia preoperatoria es controvertido
[59]. La adicidon de otros agentes que funcionan bien en entornos metastasicos (p. €j., irinotecan
y biolégicos) no ha funcionado en el entorno adyuvante del tratamiento del cancer de recto [59]-

[61].

La terapia sistémica para el CCR metastasico se adapta con marcadores predictivos
especificos del paciente y de la enfermedad. Paralelamente a los avances en las especialidades
quirargicas y afines, el creciente nimero de farmacos eficaces para el CCR ha permitido una

mejora sustancial de la supervivencia global [62]-[64].

Decidir si la terapia va a ser curativa o paliativa es crucial y depende principalmente de la

carga tumoral. Los pacientes pueden tener pocas (u oligo) metastasis que pueden ser resecadas y
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curadas. Por otra parte, los pacientes con una enfermedad ampliamente metastdsica podrian
convertirse en candidatos adecuados para el tratamiento local a la espera de una gran respuesta
a la terapia sistémica. Cada vez se recurre mas a la reduccién de estos tumores con terapias de

conversion [62].

El tratamiento sistémico del CCR metastasico suele incluir una quimioterapia de base
combinada con un farmaco bioldgico. Las quimioterapias con fluoropirimidinas, oxaliplatino e
irinotecan forman la columna vertebral de la quimioterapia en varias iteraciones de regimenes de
dos o tres farmacos. Al régimen de quimioterapia se le afiade un biolégico (anticuerpo anti-VEGF
o anti-EGFR) dependiendo de factores especificos del tumor y del paciente. Los pacientes con CCR

metastdsico suelen recibir varias lineas de tratamiento dependiendo de la situacidn [62]—-[64].

El bevacizumab, un anticuerpo monoclonal anti-VEGF dirigido a la angiogénesis, fue el
primer agente biolégico aprobado para el CCR metastasico y demostrd beneficiar a todos los
pacientes con este tipo de cancer [63]. Posteriormente, la adicion de bevacizumab a otros
tratamientos de quimioterapia ha demostrado mejorar la supervivencia libre de progresién, pero

no necesariamente la supervivencia global [64].

Los canceres colorrectales del lado derecho no se benefician de las terapias antiEGFR en
el contexto metastdsico de primera linea, posiblemente debido a un origen embriolégico diferente
al de los tumores del lado izquierdo [20]. M3s alla de la lateralidad, en el CCR debe comprobarse
la existencia de mutaciones extendidas de RAS y RAF (KRAS, NRAS y BRAF) antes de considerar las
terapias antiEGFR [65], [66]. En |la actualidad, para el CCR metastasico de tipo RAS y RAF izquierdo
en primera linea, pueden utilizarse agentes antiEGFR (cetuximab o panitumumab) o agentes anti-

VEGF (bevacizumab) [67].

También es importante la identificaciéon del CCR con mutacién BRAF-V600E, ya que son
tumores son agresivos y no responden bien a la terapia sistémica. Las estrategias combinatorias
(inhibidores de BRAF y anticuerpos antiEGFR combinados con quimioterapia o inhibidores de
MEK) han demostrado una mejora de los resultados en varios ensayos clinicos aleatorios y ahora

se incluyen en las directrices de consenso [68].

Regorafenib (un inhibidor de la tirosina-cinasa) y TAS-102 (combinacion de trifluridina y
tipiracil, un antimetabolito oral) son farmacos mas recientes, aprobados para todos los pacientes
con CCR metastasico refractario que no hayan respondido a los tratamientos sistémicos iniciales

[69]-[71].

Para el 4-5% de los tumores con dMMR o MSI alto (MSI-H), se ha aprobado el bloqueo de

PD-1 con inmunoterapias como nivolumab o pembrolizumab e ipilumumab [44]. Las respuestas
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con estos inhibidores han sido sin precedentes, duraderas y posiblemente curativas. Sin embargo,
estas terapias no funcionan en los canceres colorrectales con MMR funcional, que constituyen la
gran mayoria. Un ensayo con un inhibidor de MEK junto con el bloqueo de PD-L1, sin embargo, no

mostré ningun beneficio de supervivencia sobre el regorafenib [72].
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1.1.5 Recurrencia y metastasis

A pesar de los importantes avances en el diagnéstico y el tratamiento de estos pacientes,
el prondstico del CCR se ha estancado en la actualidad y un alto porcentaje de pacientes con CCR
sufrird una recaida después del tratamiento. Esto podria deberse, al menos en parte, a la falta de

un conocimiento completo de la biologia que sustenta el proceso metastdsico del CCR [73], [74].

La metastasis se produce cuando las células cancerosas del tumor original son capaces de
proliferar en tejidos locales, regionales o distantes; en los ganglios linfaticos o en los érganos
distantes a través de la diseminacidn linfatica, sanguinea o incluso transcelémica. La recidiva del
CCR se define como la recidiva metastdsica local, regional y a distancia tras un periodo libre de

enfermedad. La recidiva local se refiere a la recaida del CCR que se produce en el lugar de la

reseccidn quirdrgica original, mientras que la recidiva regional se produce en los ganglios

linfaticos de drenaje y/o en los ganglios linfaticos pélvicos laterales. La recidiva metastdsica a

distancia afecta al higado (representa el 40-50% de las metdastasis), el pulmdn (representa el 10-

20% de las metastasis), el peritoneo, los ovarios, las glandulas suprarrenales, el hueso y el cerebro

[75]-[79].

Hasta la fecha, la tasa de supervivencia a los cinco afios tras el diagndstico es de mas del

90% de los pacientes con CCR en fase inicial. Sin embargo, en caso de diseminacién regional a
drganos adyacentes o ganglios linfaticos, la tasa de supervivencia a los 5 afios disminuye al 69%,
y cuando hay metdstasis a distancia, desciende drasticamente a aproximadamente el 10%

representando la principal causa de morbilidad y mortalidad [74], [80].

Alrededor del 20-25% de los pacientes con CCR (CCR) presentan metastasis en el
momento del diagnéstico inicial, mientras que los pacientes aparentemente libres de cancer en
el momento del diagnéstico desarrollan posteriormente una recidiva locorregional (18%), una

recidiva a distancia (78%) o ambas (4%) [74], [75], [81].

Debido a la circulacién entero-hepatica, el higado es el lugar de metdstasis dominante en
los pacientes con CCR [79]. De ahi que mas del 50% de los pacientes desarrollen metastasis
hepaticas en los tres aios siguientes al diagndstico, y aunque la mayoria de los pacientes
afectados presentan una diseminacidon multiorganica, en un tercio de los casos la enfermedad esta
aislada en el higado. En estos pacientes, la reseccion de las metastasis hepaticas ofrece la mejor
oportunidad de supervivencia a largo plazo como alternativa o en combinacidén con la
guimioterapia sistémica [82], [83]. Lamentablemente, incluso cuando la reseccién se combina con
regimenes sistémicos adyuvantes, solo es curativa en el 20% de las metdstasis hepaticas del CCR.

Ademas, el nimero de pacientes elegibles para la reseccidon hepatica, aunque ha aumentado con
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la introduccién de las técnicas de embolizacidon de la vena porta, sigue siendo relativamente bajo

[84].

Hasta el 55-60% de los pacientes desarrollardn metastasis hepaticas recurrentes, la
mayoria en los primeros 2 aios. Incluso cuando la reseccién hepdtica se realiza con intencidn
curativa, el 60%-70% de los pacientes desarrollaran una recidiva local, regional o a distancia [80].
El desarrollo de metdstasis a distancia del CCR en el peritoneo, es decir, las metdstasis peritoneales

(MP) se observan en el 10%-25% de los pacientes con CCR [80].

Son muchos los factores de riesgo que aparecen estar asociados a la aparicion de
metastasis o recidivas, sin embargo, son muy pocos los factores prondstico o predictores. Los
factores de riesgo y variables predictivas mds cominmente empleadas son el estadiaje del tumor,
la afectacién de ganglios linfaticos, el grado de diferenciacion, el subtipo histolégico, tamafio del

tumor, el género y el tratamiento [74].

En un metaanalisis se investigaron un total de 51 factores de riesgo (histopatoldgicos,
biomarcadores, genéticos y demograficos), para recidivas y metastasis distales en CCR, asi como
24 modelos predictivos. En el caso de metastasis, de 35 los factores de riesgo estudiados, sélo se
encontraron pruebas convincentes de la asociacién entre la invasion vascular y la metastasis en

ganglios linfaticos (LNM, lymph node metadstasis), e incluso se limitada a los tumores pT1 [74].

Muchos estudios han demostrado que la invasién de los vasos sanguineos que conduce a
la diseminacidn de las células tumorales y a la metastasis, es un fuerte factor de riesgo para el
prondstico de la enfermedad. Sin embargo, la invasién de vasos linfaticos es un indicador de
metdstasis en ganglios linfaticos, pero tiene menos valor predictivo sobre la evolucidn de la

enfermedad [74].

En el cancer de recto, el tamafio del tumor (>1 cm) estd asociado a un riesgo mayor de
LNM (lymph node metdstasis) y el unico factor que se ha encontrado asociado a metastasis a
distancia es la invasién vascular extramural del tumor (mas alla de la muscularis propia) (mrEMVI)
[74]. Para recurrencia local de la enfermedad, no se encontraron evidencias convincentes para
ningun factor; tan solo la extensidon del tumor y la invasién perineural, parecen altamente

sugestivos como factores de riesgo para la recurrencia en cancer de recto [74].

El reto, por tanto, para aumentar la supervivencia de los pacientes, sigue estando en cdmo
abordar la aparicién de metastasis y recidivas, mejorar la deteccion y tratamiento de metastasis
al diagndstico e identificar pacientes que desarrollardn metastasis a distancia o recidivas pasado

un tiempo tras el diagnéstico de la enfermedad.

-23-



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
INTRODUCCION

1.2 RELOJ CIRCADIANO

El reloj circadiano es un mecanismo molecular de regulacion muy conservado a lo largo
de la evolucién, desarrollado por los organismos sensibles a la luz que proporciona capacidad para
adaptarse y anticiparse a cambios ambientales relacionados con los ciclos de luz-oscuridad. En
general, el reloj circadiano es vital para mantener la homeostasis fisioldgica y la funcidén normal
de todos los organismos. Existe una regulacién y sincronizacién circadiana de numerosos procesos
moleculares, fisiolégicos, bioquimicos y de comportamiento, como la ingesta de alimentos, el
procesamiento de nutrientes, metabolismo, temperatura corporal, la desintoxicacion de

ran

xenobidticos y muchos otros, con una periodicidad de "aproximadamente un dia" (en latin "circa",

alrededor; "diem", dia) [85].

Los procesos fisiologicos estan coordinados temporalmente por el sistema circadiano a
todos los niveles, desde el organismo entero hasta las células individuales. Esta coordinacion esta
garantizada por la organizacién jerdrquica de la compleja red de osciladores. El reloj central esta
situado en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo constituido por aproximadamente
100.000 neuronas en los seres humanos [86] (Figura 5), pero también existen relojes subordinados
auténomos en los tejidos periféricos (por ejemplo, el higado, el rifién, la piel, el intestino, el
pulmdn, el pancreas, el ovario y el corazdn), que funcionan individualmente, pero que se
sincronizan entre si y con el ciclo luz:oscuridad mediante sefiales enviadas desde el reloj del NSQ.
El ciclo luz-oscuridad sincroniza diariamente el NSQ, aunque parecen existir otras sefiales y el
modelo de control estrictamente centrado en el NSQ ha sido cuestionado. Existen otras vias que,
mediante el ciclo de luz-oscuridad, pueden sincronizar los relojes periféricos sin mediacidn del
reloj central [87] (Figura 6). Diversos factores humorales y del sistema nervioso periférico, estan
implicados en la sincronizacidn; un ejemplo es la ingesta de alimentos ritmicamente programadas,
gue puede ajustar los relojes periféricos directamente sin afectar a los ritmos del reloj en el NSQ
[88] (Figura 7). Nuevos hallazgos sugieren que la ritmicidad es el resultado de interacciones entre

multiples osciladores independientes [87].
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Figura 5: En los mamiferos, el reloj maestro esta situado en el nucleo supraquiasmatico (SCN) del hipotalamo. Figura
de [88].
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Figura 6: Tipos de sincronizacién dentro del reloj circadiano y vias paralelas de sincronizacién en tejidos.

A) Tipos de sincronizacién dentro del reloj circadiano. Se necesitan varios mecanismos de sincronizacién para garantizar
la sincronia interna y externa de los numerosos relojes celulares presentes en los organismos superiores. Las células
individuales dentro de un tejido tienen que estar sincronizadas entre si (organizacidn intercelular) para permitir la salida
circadiana sincronizada de un reloj de tejido periférico particular. A su vez, los relojes de diferentes tejidos han de estar
sincronizados entre si, para mantener la sincronia interna sistémica. Por Ultimo, todo el organismo tiene que estar
sincronizado con el ciclo luz-oscuridad externo de 24 horas para garantizar la adaptacidon temporal (sincronizacion
externa). B) Las vias paralelas sincronizan los relojes periféricos con el ciclo luz-oscuridad. Enlavia 1, la luz de la retina
llega al NSQ a través del tracto retino-hipotalamico, sincroniza al reloj del NSQ que luego transmite la informacién a los
relojes periféricos a través de vias neuronales y/o endocrinas. La via 2 describe otras vias de transmision de la
informacién luminica que eluden el reloj del NSQ y reajustan directa o indirectamente los relojes periféricos. Figura de
[87].
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Figura 7: Regulacion del reloj circadiano a través de la regulacion del tiempo de alimentacion y de la temperatura.

El control circadiano de la homeostasis de la glucosa y los lipidos implica una combinacién de reguladores centrales y
periféricos. Los relojes moleculares que operan en los tejidos metabdlicos coordinan el metabolismo de la glucosa y los
lipidos de forma especifica para cada tejido mediante la regulacidn de la transcripcion de genes y la sintesis de proteinas
y lipidos. La utilizacién diurna de la glucosa ingerida depende de la interaccidén entre las hormonas secretadas por el
pancreas endocrino, siendo las insulina y glucagon los principales reguladores, junto con las incretinas, que son liberadas
al torrente sanguineo por las células enteroendocrinas. La liberacidn circadiana de hepatoquinas, mioquinas vy
adipoquinas por parte de los tejidos respectivos representa un nivel de regulacion adicional para orquestar el
metabolismo de la glucosa y los lipidos. Figura de [88].

A nivel celular, el mecanismo molecular responsable de impulsar las oscilaciones
circadianas se basa en un bucle de retroalimentacion de transcripcidon-traduccién, positivos y
negativos, que regula la expresion de los genes del reloj central (Figura 8), con una composicion

molecular similar observada en las neuronas del NSQ y en los érganos periféricos [89]—[92].

Los dos componentes centrales del reloj molecular son los factores de transcripcién
CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) y BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-Like 1) que
forman un complejo heterodimérico que impulsa la expresidon ritmica de numerosos genes
controlados por el reloj (CCGs; Core Clock Genes). El dimero CLOCK-BMAL1 activa la transcripcion
de los genes Period (Per) y Cryptocromo (Cry), que codifican las proteinas represoras PER1, PER2,
PER3, CRY1y CRY2 [93]. Cuando esta presente en concentraciones suficientes, las proteinas PER
y CRY forman un complejo que inhibe la actividad de CLOCK-BMAL1 [94]. En consecuencia, la
transcripcién de Pery Cry ya no es estimulada por los activadores de CLOCK-BMAL1, lo que resulta
en una disminucién de los niveles de las proteinas PER y CRY. Una vez que los niveles de PER y CRY
disminuyen hasta un umbral criticamente bajo en el que dejan de inhibir su sintesis, comienza un

nuevo ciclo de acumulacién de proteinas PER y CRY, generando asi cambios oscilantes en los
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niveles de los transcritos y proteinas del reloj central que persisten durante aproximadamente 24
horas [89]. Las interacciones proteina-proteina entre los componentes del reloj central
representan un nivel de regulacién adicional de este bucle autorregulador, ya que la interaccion
entre las proteinas CRY1 y PER2 esta modulada por la unién de zinc y la formacién de enlaces
disulfuro [94]. En un bucle secundario de retroalimentacién, el complejo CLOCK-BMAL1 controla
la expresion ritmica de los genes que codifican los receptores hormonales nucleares REV-ERB
(REV-ERBa y REV-ERBB) y RORa (y RORB en las neuronas) [95]. A su vez, REV-ERBa y RORa
compiten por los mismos elementos RORE dentro de las regiones promotoras de Clock y Bmal1l,
resultando en la represidn o activacidon de la transcripcion de Clock y Bmal1l, respectivamente. La
proteina CHRONO, recientemente identificada, se une a la regidon promotora de Bmall de forma

circadianay, por tanto, inhibe su funcion [96].
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Figura 8: Bucles de retroalimentacion transcripcional que constituyen en reloj circadiano en mamiferos
Figura de [97].

Ademads del bucle de retroalimentacién negativa de transcripcién-traduccion, las
modificaciones postraduccionales de las proteinas centrales del reloj proporcionan un nivel
adicional de regulaciéon [98]-[100]. La fosforilacion es una de las modificaciones
postraduccionales clave que interviene en la regulacion del bucle central del reloj [101]. Ademas,
la acetilacion de las proteinas del reloj afecta directamente a su estabilidad y actividad. Otras
modificaciones postraduccionales que participan en el ajuste del reloj molecular y de las proteinas

controladas por el reloj comprenden la ubiquitinacién, la SUMOilacion o la metilacidn [100],
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[102]. La translocacion nuclear a citoplasmatica de las proteinas centrales del reloj representa un

nivel adicional de regulacién del bucle molecular.

Mediante estudios del genoma completo (“Genome-wide approach”) se ha encontrado
que la ritmicidad de la transcripcién va acompafiada de una ritmicidad en los factores represores
de trascripcidon (“transcription factor binding”) y la modificacidon de las regiones de unién de
histonas, asi como un reclutamiento, también circadiano, de la RNA polimerasa Il. Otras capas de
regulacién son las que implican la organizacidn de los cromosomas y modulacidén de Ia
conformacion de la cromatina, con interacciones en los dominios activadores y represores, que

también estdn sujetos a oscilaciones circadianas.

El solapamiento de estos mecanismos de regulaciéon confiere una ritmicidad a las

funciones celulares, metabdlicas y fisioldgicas para el mantenimiento de la homeostasis [97].

A pesar de que los avances de analisis gendmicos, el conocimiento de la regulacion
circadiana a nivel de proteina continta siendo muy limitado, debido a la dificultad para los anélisis
cuantitativos del proteoma. Los ultimos estudios han revelado ritmicidad en mas de 500 proteinas
en el nucleo y mas de 5000 sitios de fosforilacion, por lo que queda mucho saber acerca del reloj

molecular y su regulacion [103].

A nivel tisular, hay estudios que han mostrado que el reloj circadiano es auténomo y se
mantiene por si mismo no solo en el NSQ, sino también en tejidos periféricos, e incluso en células
cultivadas disociadas [104]. Por tanto, las contribuciones especificas de cada componente del reloj
molecular, los bucles de retroalimentacion y las interacciones entre los componentes del reloj

pueden variar de forma especifica para cada tejido [97], [105].

Algunos de estos componentes son, por ejemplo, el ARNm del CLOCK, que es ciclico en los
tejidos periféricos, pero se expresa de forma constitutiva en el NSQ. Ademads, los miembros de la
familia Ror (a, B y y) presentan patrones de expresion sorprendentemente diferentes entre los
tejidos. Los Ror-a muestran un ritmo circadiano robusto en el NSQ, pero sélo se observa una ligera
oscilacion en los tejidos periféricos. Ror-y, sin embargo, no se expresa en el NSQ, pero muestra
una expresion ritmica en los tejidos periféricos y participa en el reloj molecular periférico [106]-

[109].

Los ratones que carecen de Ror-a funcional, tienen ritmos normales de genes de reloj en
los tejidos periféricos, incluido el ritmo del ARNm de Bmal1l; esto sugiere que las proteinas ROR
(a, By v) pueden contribuir de forma diferente a la activacién ritmica de Bmall de manera
dependiente del tejido [106], [110]. Puede ser importante tener en cuenta la regulacion tisular

especifica de Bmall, ya que los ratones deficientes en Bmall (Bmall-/-) presentan una serie de
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fenotipos que incluyen la pérdida de ritmos circadianos, la disminucién del peso corporal, la
infertilidad, la artropatia progresiva y la reduccion de la esperanza de vida [110]-[112]. Esto
sugiere que Bmall puede desempefiar un papel en una variedad de funciones dependiendo del

tipo de tejido en el que se exprese.

La ritmicidad de otros genes del reloj (por ejemplo, Perl y Per2) también muestran una
alteracién especifica de tejido, incluso en aquellos en los que existe un reloj molecular
disfuncional. En efecto, los ARNm de Perl y Per2 muestran niveles de expresién ritmicos en
diferentes tejidos, incluso en ausencia o deficiencia de CLOCK, por lo que la actividad de los
factores de transcripcidn que promueven los patrones de expresidn génica circadiana, en ausencia

del CLOCK, parecen ser especificos del gen diana y del tejido [113], [114].
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1.2.1 Reloj circadiano y efectos fisioldgicos

Los relojes circadianos influyen en casi todos los aspectos de la fisiologia y el
comportamiento, como el ciclo de descanso-vigilia, la actividad cardiovascular, la secrecién
hormonal, la temperatura corporal y el metabolismo; y son muchos los estudios que vinculan la
alteracién de los factores reguladores del reloj como una contribucidn a la aparicion de numerosas

patologias y a determinados fenotipos del cancer [103], [115].

Estudios recientes han aportado mas evidencias sobre cémo la alteracion de los ritmos
circadianos se asocia con los trastornos del suefio [116]—-[118], la susceptibilidad a las infecciones
[119], el sindrome metabdlico [118] la enfermedad de Alzheimer [120], el envejecimiento [121] y
el cancer [122]-[124]. También hay indicios de que, ademads de controlar la expresién genética
circadiana, los genes del reloj pueden influir en otras funciones celulares de forma no circadiana

[125].
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Figura 9: Regulacion circadiana en diferentes sistemas fisioldgicos.

Figura de [103] donde se muestra una vision general de cémo los circadianas afectan directamente al tiempo
y la calidad del suefio en los seres humanos, a la regulacion del metabolismo, la microbiota intestinal, el sistema
cardiovascular, envejecimiento celular y proliferacion celular, y las consecuencias en las alteraciones de dichos ritmos.

En cuanto a la regulacién del sueiio-vigilia, se han asociado mutaciones en el reloj
circadiano en determinados trastornos del suefio. Por un lado, se han encontrado mutaciones en
PER2, CK16 (Casein Kinasa 168) y CRY2, y se han descrito casos familiares, lo que surgiere una
herencia mendeliana, asociada a polimorfismos en CLOCK, PER3 y mutaciones en CRY1. Estas

alteraciones conducen a una mayor afinidad de este represor por las proteinas activadoras
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circadianas CLOCK y BMAL1, lo que alarga el periodo de los ritmos moleculares circadianos [103],

[116], [118], [126].

El patron diario de alimentacién y ayuno es regulado por el reloj circadiano. Alteraciones
de estos ritmos diarios de actividad y descanso, y por tanto de los patrones de alimentacién, como
ocurre en los trabajadores por turnos, estan asociados a la aparicidn de sindromes metabdlicos
[127]. El reloj controla el metabolismo directamente al impulsar programas transcripcionales de
ciertas rutas metabdlicas. Por ejemplo, CRY1 suprime la gluconeogénesis hepatica durante el
ayuno, PER2 controla el metabolismo de los lipidos, y los receptores nucleares, REV-ERB regulan
la trascripcién de enzimas del metabolismo de los acidos grasos y colesterol. Alteraciones en

CLOCK y BMAL1 se asocian a obesidad, hiperinsulinemia y diabetes [128].

Ademas de la modulacion directa del metabolismo de los mamiferos, el reloj ejerce un
control indirecto a través de su regulacidon del comportamiento, la ingesta de alimentos y la
oscilacion de hormonas como la insulina, el glucagdn, el péptido YY, GLP-1 (Glucagon like-peptide

1), la corticosterona, la leptina y la grelina [129].

Por otro lado, los glucocorticoides y otras hormonas adipogénicas se secretan en los
mamiferos de forma circadiana, y la pérdida de las oscilaciones circadianas de los glucocorticoides
se correlaciona con la obesidad en los seres humanos. Se ha demostrado que la diferenciacion
de los adipocitos no progresa bajo los ciclos hormonales circadianos normales. Esta
diferenciacidn de los adipocitos parece estar vinculada a PPARy, que actia como filtro de los
estimulos hormonales circadianos [130]. Como trataremos mas adelante, el reloj circadiano

también guarda relacién con la diferenciacion diversos tipos de células madre.

Las células del sistema inmune, como neutréfilos y monocitos, exhiben un patrén
circadiano de migracion desde la sangre a los tejidos. Los linfocitos B y T, también muestran una
fuerte oscilacidn circadiana en la sangre, aumentando su presencia en ella durante las fases de
suefio. La variacién diurna en la distribucion de las células T mejora la respuesta inmune a
antigenos solubles e infecciones sistémicas bacterianas durante la noche. Todos estos hallazgos
sugieren que el sistema inmune es capaz de responder a las sefiales circadianas para maximizar

su respuesta a infecciones [119], [131], [132].

Por otro lado, son también conocidos los efectos de algunas proteinas del reloj circadiano,
BMAL1 y REV-ERBa, como antiinflamatorios. La ablacién de Bmall en macréfagos, las células
efectoras primarias de la respuesta innata, elimina la ritmicidad de la tormenta de citoquinas en

respuesta a endotoxinas [133]. También existen relaciéon entre las proteinas del reloj y la
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regulacion de los niveles de antioxidantes, factores que protegen frente a dafio oxidativo y

factores proinflamatorios [134].

Las interacciones metabdlicas entre el intestino y su microbioma han sido uno de los
principales focos de investigaciéon en la Ultima década, y tanto el ritmo del huésped como el de la
microbiota parecen afectarse mutuamente. La alteracion de los genes del reloj en el huésped
disminuye la abundancia de cierta microbiota, y, por otro lado, la ausencia de microbios
intestinales perturba la expresidn de los genes del reloj circadiano en el higado del ratén [135],

[136].

Un estudio reciente también demostrd que el reloj circadiano de las células intestinales
es importante para regular la susceptibilidad a la infeccién intestinal y el metabolismo de los

lipidos [137].

Los ritmos circadianos decaen con la edad [138], [139], y los ritmos de actividad neuronal
muestran un declive dependiente de la edad en el reloj maestro del NSQ [140]. Ademas, la
interrupcion de los ritmos circadianos mediante la ablacién de Bmall conduce al envejecimiento
prematuro en ratones [141]. Sin embargo, el envejecimiento no provoca simplemente una
disminucién del ritmo circadiano en la expresion de los genes del reloj central en animales jovenes,
sino que, aparecen ritmos en un nuevo conjunto de genes en los ratones envejecidos [142], [143].
Las células madre del musculo epidérmico y del musculo esquelético envejecidas muestran una
reprogramacion de la expresidn génica hacia una respuesta al estrés, la inflamacién y el daio del
ADN, mientras que los genes centrales del reloj mantienen sus ritmos [143]. Asi, este estudio
apoya la idea de que las células madre envejecidas conservan un reloj funcional, pero que este
reloj reorienta la célula hacia nuevas funciones circadianas con el envejecimiento. Tal vez esta
reprogramacion esté asociada a la metilacion diferencial del ADN que se produce con el

envejecimiento [144].

Dado que el reloj circadiano afecta directa o indirectamente a todos los procesos
metabdlicos, las vias de sefalizacidn y los sistemas y/o redes intracelulares, cabria esperar que la

alteracion del reloj tuviera un efecto sobre el desarrollo y la progresidn del cancer [145].
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1.2.2 Reloj circadiano y cancer

Durante las Ultimas décadas, se ha investigado ampliamente la asociacion de los genes del

reloj circadiano con el desarrollo del cancer [146].

Como resultado tanto en estudios poblacionales como en laboratorio, la Organizacidn
Mundial de la Salud designé la alteracidn circadiana como un probable carcinégeno, aumentando
asi el interés por comprender como la alteracidn de los patrones diurnos promueve el desarrollo
de tumores. Los estudios epidemioldgicos indican que las alteraciones del ritmo circadiano (por
ejemplo, a través del jet-lag, el trabajo por turnos, la alteracién del sueio y la exposicién a la luz
por la noche) se asocian con un mayor riesgo de cancer, incluidos los canceres de prdostata, mama,
colon, higado, pancreas, ovario y pulmon [147], [148]. Ademas, la pérdida del control circadiano
se asocia a una escasa eficacia de los tratamientos contra el cdncer y a una mortalidad temprana
entre los pacientes con cancer [145], [149]. Por otro lado, los individuos con deficiencias visuales
gue son insensibles a los cambios de luz en el entorno, y que por tanto dependen en gran medida
de los relojes circadianos enddgenos para sincronizar la fisiologia diaria, tienen un menor riesgo

general de cancer [150].

Se ha demostrado que varios tipos de células cancerosas carecen de un reloj circadiano
funcional, lo que implica la disfuncién del reloj circadiano en la oncogénesis. Aunque muchos tipos
de células cancerosas siguen mostrando oscilaciones del reloj circadiano, varios estudios han
revelado una desregulacion de los genes centrales del reloj Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Bmally
Clock en algunos canceres humanos [151]. Por ejemplo, los niveles de expresidon de Perl, Per2
y/o Per3 estan alterados en los canceres colorrectal, pancreatico, gastrico, oral, de mama y de
pulmdn de células no pequeiias, asi como en el glioma, el carcinoma hepatocelular, el carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello y la leucemia mieloide, asi como canceres urolégicos,

incluidos los de rifién, vejiga y préstata [152]-[158].

En modelos animales, se han encontrado mutaciones en genes del reloj, incluidos Per1,

Per2, Cry1, Cry2 y Bmall, que conduce a una mayor formacion de tumores [122], [123], [159].

Un reciente andlisis gendmico exhaustivo mostré una expresion diferencial de la mayoria
de los genes del reloj y de los genes asociados al reloj en varios tipos de cancer [160]. Aunque los
mecanismos subyacentes son inciertos, se ha sugerido la regulacién epigenética como una
posibilidad, ya que las regiones promotoras de los genes del reloj principales, incluidos Per1, Per2,

Cryl y Bmall, estan hipermetiladas en algunos tipos de cancer [161]-[163].
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Los procesos circadianos influyen en las vias clave que afectan al desarrollo y la progresion
del cancer, incluyendo el control del ciclo celular, la apoptosis, la regulacion metabdlica y la

respuesta al dafio del ADN (Figura 10) [124]
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Figura 10: “Caracteristicas principales” del cancer y el reloj circadiano.

Figura de [124] donde se esquematiza como los reguladores positivos (CLOCK y BMAL1) y
negativos [Criptocromo (CRY) y Periodo (PER)] mantienen la ritmicidad diaria en todo el organismo
mediante bucles de retroalimentacion, controlando numerosos procesos, entre ellos, el ciclo celular, la
apoptosis, la requlacion metabdlica y el DDR, todos ellos cruciales para la homeostasis fisiolégica, y como
la alteracion de la homeostasis circadiana a través de diversos factores se asocia con una mayor incidencia
del cancer y es un factor de riesgo importante e independiente del desarrollo del cdncer en los seres
humanos.

1.2.2.1 Control circadiano del ciclo celular.

El ciclo celular mitético y el reloj circadiano comparten muchas similitudes como
osciladores bioldgicos en las células en divisidén, ya que cada uno muestra fases periddicas de
activacidn y represién. En organismos que van desde las cianobacterias hasta los eucariotas
unicelulares, existe un acoplamiento molecular de los procesos, en el que el reloj molecular sirve
como un "punto de control" adicional para la mitosis que restringe la divisién celular a fases

circadianas especificas [164], [165].
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El efecto del ritmo circadiano sobre el ciclo celular en los tejidos epidérmicos y
gastrointestinales estaba bien documentado mucho antes del descubrimiento de los genes del

reloj y del desarrollo del modelo molecular actual [92], [166].

Los estudios han demostrado que los componentes del reloj circadiano pueden inducir o
reprimir la progresién del ciclo celular dependiendo de la hora del dia, induciendo un control
ritmico transcripcional y postranscripcional del ciclo celular. Asi, cada fase del ciclo celular tiene el
potencial de ser influenciada por el reloj circadiano. Por ejemplo, en la fase G1, Rev-erba y
RORa/y reprimen la transcripcidén del regulador de la quinasa dependiente de ciclina (CDK)
p21cipl, promoviendo asi la progresion del ciclo celular [167]-[171]. A la inversa, el gen
controlado por el reloj, NONO, regula la expresiéon del inhibidor de CDKs pl6ink4a de forma
dependiente de PER en la transicidon G1-S provocando la senescencia celular [167]—[171]. Ademas,
PER1 Yy el gen circadiano Timeless (TIM) inhiben la transicidon G1-S, causando la detencién del ciclo
celular. CRY1 promueve la progresion del ciclo celular inhibiendo a WEE1, la quinasa reguladora
de G2-M, e induciendo asi la entrada mitética. CLOCK/BMAL1 también regula la transcripcion
ritmica de WEE1 controlando la de WEE2 de manera suficiente para controlar la detencién del
ciclo celular [167]-[171]. A la inversa, en diferentes analisis se demostré que CRY1 restringe la
mitosis modulando la transicion G2-M [172], [173]. Por ultimo, la expresidn de varios oncogenes
conocidos (B-catenina, c-Myc y Mdm?2), ciclinas (CCND1, CCNB y CCN1) y otros reguladores del
ciclo celular (Cdk4, Wnt3 y Tcf4) estan controlados por el reloj [174], [175]. En conjunto, estas
observaciones indican que los factores circadianos influyen significativamente tanto en la
transicién G1-S como en la G2-M, pero provocan efectos distintos, que dependen del contexto y

de la fase del ritmo circadiano [124].

A la inversa, existe una interrelacién en la que la maquinaria reguladora del ciclo celular
afecta a la funcién del reloj circadiano, especialmente en lo que respecta al silenciamiento
transcripcional que se produce durante la mitosis. Como se ha observado, la proteina supresora
de tumores p53 es fundamental para el acoplamiento de los osciladores circadianos y del ciclo

celular [176].

1.2.2.2 Regulacion de la seializacion de las células cancerosas.

El mantenimiento de la sefalizacidn proliferativa sigue siendo un factor clave entre las
caracteristicas del cancer [177], [178], y existen pruebas preliminares que relacionan los factores

circadianos con la regulacidn de los procesos del factor de crecimiento en el cancer [179], [180].

-35-



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
INTRODUCCION

Tanto la eliminacién de CRY1 in vitro como los ratones mutantes de PER demostraron
que la expresion circadiana de GADD45a (growth arrest and DNA damage-inducible protein 45
alpha) se ve afectada, aumentando la proliferacion celular [159], [181]. Varios componentes de
diferentes vias de sefalizacién (ERK1/2, ERK2 y MKK2), también muestran una ritmica circadiana
significativa, lo que implica la conectividad con las respuestas especificas del factor de crecimiento

en el cancer [179], [180].

A nivel tisular, el reloj central controla la proliferacién celular en los tejidos periféricos a
través del sistema nervioso simpatico (SNS), que inerva todos los organos periféricos para
controlar la sefializaciéon intracelular. Los estudios han demostrado que la desregulacion de la
sefializacion del SNS, ya sea por ablacidn quirdrgica o en modelos de ratén con desfase horario,
suprime la oscilacion circadiana y promueve la iniciacidon de tumores [159]. La desregulacion de la
sefializacion del SNS provoca la pérdida de funcidn del reloj periférico, aboliendo la activacién de
CLOCK/BMAL y conduciendo a la activacion oncogénica de Myc [159]. En conjunto, el control
circadiano equilibrado de la proliferacién celular mediante el control transcripcional y la
regulacion de las quinasas es clave para la homeostasis celular y la prevencion del desarrollo de

tumores [124].

1.2.2.3Influencia del reloj circadiano en la muerte celular.

Estudios recientes han establecido una relacidn directa entre el reloj circadiano central y
la apoptosis. De forma similar a lo observado con la regulacién del ciclo celular, los factores
circadianos pueden tanto promover como restringir la apoptosis, dependiendo del contexto
celular y del estado del reloj. Con respecto a la promocién de la muerte celular, CRY1/2 y PER1
influyen en la via extrinseca dependiente del TNFa y en las vias apoptdticas intrinsecas,
respectivamente [182]. Mecdnicamente, PER2 sensibiliza a las células cancerosas a la apoptosis
inducida por la radiacion mediante la activacion de las vias proapoptdticas mediadas por Myc.
Ademas, la supresion de PER1 provoca la regulacién a la baja del antiapoptético BCL-2 y la
regulacion al alza del proapoptético BAX en las células de carcinoma hepatocelular, lo que
aumenta la apoptosis. A la inversa, Clock puede inhibir la apoptosis. Asi, los factores circadianos
pueden promover la apoptosis a través de multiples mecanismos. Ademas, los reguladores
apoptoticos DEC1 (proapoptético) y DEC2 (antiapoptotico) reprimen la transactivacion del
promotor de Perl inducida por CLOCK/BMAL, influyendo asi en la regulacion circadiana de la

apoptosis [183], [184].
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1.2.2.4Reloj circadiano y reparacion del ADN

La alteraciéon de los mecanismos de reparacién de ADN (DDR, Damage DNA Repair)
danado contribuye a la aparicidon de determinados fenotipos del cdncer [185], y una multitud de
pruebas vinculan al reloj circadiano con la competencia de los DDRs. Es probable que el vinculo
entre estos procesos esté conservado evolutivamente, ya que los criptocromos estdn
estructuralmente relacionados con las fotoliasas del ADN que catalizan la reparacion del ADN
dependiente de la luz en plantas y Drosophila. El papel directo de los CRYs en el DDR en los
mamiferos todavia tiene que ser completamente definido mecdnicamente; sin embargo, varios
estudios causales han mostrado la importancia del CRY1 y CRY2 en el DDR [186], [187]. Ademas,
otros componentes del reloj molecular, como PER1, PER2 y TIM, desempeian un papel
fundamental en multiples procesos de DDR. Por ejemplo, la sobreexpresion de PER1 activa la
apoptosis mediada por Myc en respuesta a los dafios en la doble cadena de ADN (DSB, double
strand breaks) inducidos por la radiacion, y a la inversa, la regulacion a la baja de PER2 confiere
resistencia a la apoptosis inducida por la radiacién debido a la activacién retardada de CHK2 [159],
[188]. En conjunto, son necesarios distintos componentes circadianos para provocar el DDR

canodnico tanto para las roturas de ADN de cadena simple como de cadena doble [124].

Como complemento a estos hallazgos, el componente circadiano positivo Bmall se ha
vinculado preliminarmente a la DDR. La supresion de Bmall suprime la activacion de p53
inducida por la radiacion, liberando a las células de la detencidn del ciclo celular [189]. Entender
el momento especifico y la regulacidn de la via por cada gen circadiano sera fundamental para
discernir los regimenes terapéuticos adecuados para inducir respuestas sostenidas a las terapias

genotoxicas [124].

1.2.2.5Reloj circadiano y el metabolismo de las células cancerosas.

La interaccidén coordinada entre el reloj circadiano molecular y la intrincada red de vias
metabdlicas es necesaria para el mantenimiento de la homeostasis fisioldgica en las células sanas.
El reloj circadiano metabdlico es independiente de la actividad transcripcional y se mantiene a
través del ciclo redox de las enzimas peroxiredoxina/tiorredoxina/NADPH, que muestra una
fluctuacién redox de 24 horas metabolizando el H202 en varios tejidos de todo el cuerpo [180],

[190], [191].

La reprogramacion del metabolismo energético asociada al cdncer para utilizar
predominantemente la actividad glucolitica, a pesar de las condiciones aerdbicas (efecto

Warburg), se caracteriza por una mayor formacion de NADPH, una disminucién de la actividad del
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ciclo TCA (TCA, tricarboxylic acid) y un aumento de la sintesis de acidos grasos, y estudios recientes
han establecido una relacidn entre este proceso y el reloj circadiano. Por ejemplo, la elevacidn de
la melatonina debida a cambios en la exposicién a la luz conduce a la disminucidn del crecimiento
de xenoinjertos de cancer de prdstata y de mama debido a la interrupcion del efecto Warburg
[192], [193]. Ademas, las alteraciones en la via de las pentosas fosfato, que genera NADPH, estan
estrechamente controladas de forma circadiana [194]. Por otro lado, la remodelacién de la
cromatina y el rendimiento metabdlico también estd controlado por proteinas dependientes de

NAD+, reguladas por CLOCK/BMALy PER2 [195], [196].

Sobre la base de estos hallazgos, hay pruebas sélidas de que la alteracidn circadiana

influye en las adaptaciones metabdlicas a favor del desarrollo del cancer [124].

Por otro lado, es importante destacar que las pruebas también sugieren que los residuos
derivados de los tumores pueden reutilizarse como combustible para los mismos. Por ejemplo, en
NSCLC utiliza lactato como fuente de carbono, y en cancer de mama reutilizad residuos de
amoniaco como fuente de nitrégeno [197], [198]. Estos estudios sugieren un mecanismo por el
cual el microambiente derivado del tumor puede ser reciclado como fuentes de combustible
alternativas para las células que proliferan rdpidamente. Dado el papel fundamental del reloj
circadiano en la regulacién del metabolismo, incluidas las vias implicadas en el metabolismo de
los carbohidratos, los aminodcidos y los acidos grasos y los lipidos [199], [200], es plausible que el
reloj circadiano pueda estar implicado en la regulaciéon de estos procesos en el contexto del
cancer. También, es posible que los residuos metabdlicos dependientes de los tumores se
segreguen de forma temporal, lo que sugiere momentos algidos del dia en los que estas vias

metabdlicas podrian ser objeto de tratamiento farmacoldgico [91].

Por otro lado, también parece importante el metabolismo en el macroentorno tumoral,
compuesto por citocinas inflamatorias, quimiocinas, subproductos glucoliticos y otros residuos
derivados del tumor que son segregados a la sangre. Se ha descrito la capacidad del
macroambiente tumoral circulante para reconfigurar el metabolismo circadiano a distancia [201],
[202]. Los tejidos metabdlicos diana incluyen el higado, pero probablemente se extiendan al
pancreas, el tejido adiposo y el musculo esquelético, como se ha demostrado. Ademas, el papel
de los tejidos periféricos en el impulso de la tumorigénesis al suministrar potencialmente

combustible metabdlico enfatiza la importancia de la interaccién entre el tumory el huésped [91].
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1.2.2.6 Reloj circadiano y metastasis.

La plasticidad celular a través del proceso de TEM se ha relacionado con la reprogramacion
metabdlica [203]. Teniendo en cuenta su relacidn con el metabolismo celular, no seria de extrafiar
que los ritmos circadianos ejerciesen un importante papel regulador del proceso de metastasis.
De hecho, la generacién espontanea de células tumorales circulantes (CTC) con una alta
propension a la metdstasis no se produce de forma continua, sino que se concentra en el tiempo
dentro de la fase de reposo del individuo afectado, lo que proporciona una nueva justificaciéon
para la investigacion y el tratamiento controlados por el tiempo de los canceres con tendencia a

la metastasis [204].

1.2.2.7 Influencia del ritmo circadiano en la respuesta al tratamiento del cancer
(cronoterapia)

Dados los importantes datos que relacionan la disfuncién del reloj circadiano con las vias
del céncer, es razonable considerar cdmo podria modularse este proceso para influir en el
crecimiento y la supervivencia de los tumores. El concepto de cronoterapia, que tiene en cuenta
los ritmos vy ciclos naturales del organismo para tratar una enfermedad o trastorno, y se utilizé

incluso antes de que se definiera el mecanismo molecular del reloj circadiano central [205].

La cronoterapia en cancer esta siendo objeto de numerosos estudios. Por un lado, las
pruebas apoyan firmemente la idea de que las enzimas metabdlicas y de desintoxicacion de
xenobidticos presentan picos temporales de actividad y, por tanto, deberian ser objeto de

tratamiento farmacoldégico en funcidn de la hora 6ptima del dia [206].

Por ejemplo, el agente quimioterapéutico cisplatino presenta una diferencia significativa
en los resultados de los pacientes con cdncer de prdstata, mama, cuello uterino y ovario cuando
se comparan las dosis matutinas y vespertinas, lo que indica que la cronoterapia mejora la
proporcidén terapéutica téxica del cisplatino y aumenta su eficacia. Ademas, otros farmacos
guimioterapéuticos mostraron horarios de dosificacidn éptimos para mejorar el resultado en el

cancer de vejiga, colorrectal, endometrial y renal [207]-[210].

Otras vias relacionadas con el reloj circadiano que estan siendo objeto de terapias contra
el cancer, la intervencidn sobre vias metabdlicas controladas por el reloj, como son entre otras, la
inhibicién de la acetil-CoA carboxilasa y la consiguiente disminucidn de la sintesis de acidos grasos
gue en modelos de ratdon de adenocarcinoma de pulmén que amortigué eficazmente el
crecimiento del tumor [211]. Otras pruebas recientes también sugieren que los agonistas

farmacoldgicos de REV-ERB son selectivamente letales para las células cancerosas y perjudican el
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crecimiento del glioblastoma in vivo [212]. Por otro lado, la hormona circadiana melatonina se ha
utilizado en combinacién con la terapia del cdncer para minimizar la toxicidad o mejorar la
viabilidad quimioterapéutica en entornos clinicos y de laboratorio. Por ejemplo, la melatonina
protege contra la producciéon de ROS inducida por el cisplatino y el dafio mitocondrial [213]. La
melatonina también se ha utilizado en combinacién con el 5-fluorouracilo (5-FU) para potenciar
el efecto inhibidor sobre la proliferacién de las células de cancer de colon [214]. Por ultimo, se ha
demostrado que la melatonina inhibe la transicidn epitelial a mesenquimal (TEM) al aumentar la
expresion de E-cadherina y disminuir la capacidad migratoria e invasiva de las células de cancer
de mama en cultivo [215] y al inhibir la TEM a través de un mecanismo dependiente de la
glucégeno sintasa quinasa-3pB (GSK-3pB) in vivo [216]. Las pruebas clinicas sugieren igualmente una
mejora en la tasa de supervivencia a los 5 afios de los pacientes metastasicos con CPNM
(Carcinoma de pulmdn no microcitico) tratados con melatonina en combinacién con cisplatino y

etopdsido [217].

También se ha evaluado el papel del reloj circadiano en la administracion de quimioterapia
utilizando ratones de tipo salvaje y circadiano mutante. Los ratones con mutacién del relojy Bmall
son sensibles a la quimioterapia independientemente del momento de la administracién del

tratamiento [218]—[220].

En consecuencia, los exitosos resultados preclinicos cronoterapéuticos se utilizaron como
justificacion para varios ensayos clinicos aleatorios para canceres avanzados, que revelaron que
la cronoterapia anticancerosa es mas beneficiosa para los pacientes que mantienen su reloj y
ritmo circadianos endégenos [221]. Esto pone de relieve la intrincada conexién de la eficacia
terapéutica con la funcién circadiana innata individual para obtener un resultado ideal. Sin
embargo, un reloj circadiano desregulado podria alterar la eficacia de los fdrmacos contra el

cancer [124].

La actividad de varios farmacos contra el cancer puede verse limitada por sus efectos
secundarios y su toxicidad para las células sanas. Por lo tanto, la cronoterapia tiene como objetivo
maximizar los efectos antitumorales de la quimioterapia contra el cdncer minimizando la toxicidad
y los efectos secundarios indeseables, al tiempo que aumenta la tolerabilidad para mejorar la tasa

de supervivencia de los pacientes con cancer [124].

Por ultimo, los andlisis circadianos del macroentorno tumoral podrian tener un valor
clinico Unico. Teniendo en cuenta la complejidad de la relacién entre el tumor y el huésped y la
posibilidad de que esta comunicacidn cambie constantemente, el secretoma dependiente del

tumor tiene valor como herramienta prondstica no invasiva. En este sentido, cabe destacar que

-40 -



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
INTRODUCCION

un aumento de los aminodcidos de cadena ramificada en plasma se asocia a un mayor riesgo de
diagndstico de cdncer de pancreas [222]. También se ha documentado el uso de metabolitos en
sangre secretados por el tumor en el caso del cancer colorrectal [223], cdncer de mama avanzado
[224] y cancer de pancras [225]. Curiosamente, el perfil del metaboloma también puede utilizarse
para medir la eficacia del tratamiento. De hecho, el andlisis del metaboloma del suero de
pacientes con cancer de mama tratados con quimioterapia neoadyuvante identific6 metabolitos
que responden al tratamiento [224], aunque se necesitaria el estudio a lo largo del ciclo dia-noche

para determinar si la disponibilidad de estos metabolitos es ritmica [91]-

En relacidn al microentorno tumoral, el reloj circadiano controla muchos aspectos de las
funciones inmunitarias relacionadas con el cancer, incluida la liberacién y presentacién de
antigenos a células cancerosas, la activacidon, transporte e infiltracion de células inmunitarias
efectoras, y la eliminacion de células tumorales por células inmunitarias [226]. Esto ha llevado a
intentar controlar la efectividad de la inmunoterapia contra el cdncer mediante su manipulacién

temporal.

Actualmente, la aplicacién del reloj circadiano en la inmunoterapia del cdncer implica
principalmente dos aspectos: desarrollo de fadrmacos para dianas de reloj biolégico destinadas a
terapia combinada y cronoinmunoterapia. En el primer caso, se ha demostrado que un aumento
de la expresién de los genes del ciclo circadiano se ha relacionado con un aumento en los niveles
de puntos de control inmunitarios y de células efectoras en diferentes tipos de cancer. Por
ejemplo, muchos tipos diferentes de cancer disminuyen la expresion de PD-L1 al regular a la baja
la expresidn de los genes del ciclo circadiano, que a su vez tiene un efecto inmunosupresor sobre
el fenotipo tumoral [227]. El tipo de cancer afecta a la naturaleza y direccién de estas conexiones,
lo que sugiere que la enfermedad y el microambiente tumoral pueden influir en ellas [227]. El
tratamiento con agonistas de ROR, como LYC-53772 y LYC-54143, aumenta la expresién de PD-L1,
y la efectividad de células CAR Type 17 [228].

La cronoinmunoterapia es una subcategoria de la cronoterapia l6gicamente relacionada
con el tratamiento basado en citoquinas en un momento determinado del dia con el objetivo de
aumentar su efectividad y disminuir su toxicidad asociada. Esto se ha demostrado en el
tratamiento de animales con IFNy [229] o en el tratamiento de cancer renal metastdsico en

humanos [230].

-41 -



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
INTRODUCCION

1.3 RELOJ CIRCADIANO Y CELULAS MADRE

Las células madre embrionarias (ES) son células pluripotentes, derivadas de la masa
celular interna del blastocisto y pueden formar todas las células del embrién propiamente dicho.
In vitro, estas células proliferan indefinidamente y pueden dar lugar a derivados de las tres capas
germinales (ecto, meso y endodermo). A diferencia de las células madre embrionarias, las células
madre adultas son células multipotentes que sélo pueden proliferar y diferenciarse en linajes
especificos, y estan presente en érganos como la médula dsea (células madre hematopoyéticas),
el intestino (células madre intestinales), la piel (células madre epidérmicas), el corazén (células
madre cardiacas) y entre otros [231]. Estas células constituyen una reserva para la renovacion
celular, garantizando asi la homeostasis de los tejidos, pero también pueden activarse

especificamente en caso de dano [232].

Estudios recientes han demostrado que el reloj circadiano se desarrolla gradualmente
durante la embriogénesis. Las células madre embrionarias y las células madre pluripotentes
inducidas no muestran oscilaciones circadianas de expresiéon génica, pero desarrollan
gradualmente la oscilacidon del reloj circadiano durante la diferenciacidn; asi, el programa de
desarrollo de la aparicion del reloj circadiano parece estar estrechamente asociado a la

diferenciacién celular [233].

Uno de los mecanismos que permite la aparicidn del reloj es el control post-transcripcional
de la proteina CLOCK, que estd suprimida en células madre embrionarias indiferenciadas y
aumentan gradualmente durante la diferenciacion coincidiendo con la aparicién de ritmos

circadianos en la expresion de otros genes. [233].

Por otro lado, la mayoria de los factores centrales del reloj se expresan a niveles mas bajos
en las células madre pluripotentes en comparacidn con las células diferenciadas, pero Cryl es una
excepcion, ya que los niveles de expresién son mas altos en las células madre (Figura 11) [232]-

[234].
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Figura 11: Diferencias de expresion de los genes del reloj circadiano en células madre embrionarias y células
diferenciadas.
La alteracion de la estequiometria de los factores de reloj podria desplazar la funcion de los genes centrales

©EMBO

del reloj hacia la modulacion de la proliferacion. Las células madre embrionarias expresan los factores de reloj centrales
(ARNTL, PER2, CLOCK, CRY1y NR1D1) a un nivel diferente del de las células diferenciadas. Estos factores pueden ejercer
funciones no circadianas en las células madre embrionarias proliferativas, distintas al papel a su funcion circadiana y
relacionada con el reloj de division celular en las células diferenciadas. Figura de [232]

Por ultimo, la localizacion aberrante de las proteinas centrales del reloj, como la
acumulacién de PER1 y PER2 fuera del nucleo, también podria contribuir a un reloj no funcional

en las células madre embrionarias [235].

Algunos hallazgos indican que la regulacion de los genes del reloj en las células madre es

diferente o incluso opuesta a la de las células diferenciadas [232].

Las células madre adultas tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse y, a diferencia
de las células madre embrionarias, contienen un reloj circadiano funcional [236]. Se ha confirmado
gue la ritmicidad contribuye a las propiedades de estas células multipotentes que aseguran una
renovacion constante de las células en (algunos) érganos humanos y pueden activarse en caso de

lesion. [232].

En el epitelio intestinal y coldnico, encontramos pequefias células indiferenciadas, células
columnares de la base de la cripta (CBC), que se cree que son las verdaderas células madre
intestinales que dan lugar a los linajes epiteliales. Estas células madre poseen la capacidad de
dividirse asimétricamente, dando lugar a células hijas idénticas y también a células
“ o (e m . . . . . -

amplificadoras de transito” que proliferan y se diferencian en enterocitos, células caliciformes y

células endocrinas durante su movimiento ascendente a través de la cripta. Estos tres tipos de
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células epiteliales ocupan la mitad superior de la cripta, asi como la superficie epitelial luminal

[237]-[239] [240].

En el epitelio intestinal sus células madre renuevan constantemente la capa epitelial que
recubre el intestino y facilitan la regeneracién mediante la proliferacién y la diferenciacién en caso
de daiio [241]. Se ha demostrado que esto ultimo depende de la expresion de genes del reloj como
Bmal, Per y Cycle (Figura 12), que influyen en la transcripcion de mas de 100 CCG que participan

en la respuesta a la inflamacidn, estrés y la regeneracién [242], [243].

PER/CRY

11

CLK/BMALY
-_
Regeneration (P » TNE n
’3 v
- . P21 _‘ -
. AR NN
v - o  TMINGOF
= 5 'PROLIFERATION

Figura 12: Regulacion de la regeneracion del epitelio intestinal por genes del reloj circadiano.

Modelo propuesto de la funcién del reloj circadiano en el intestino delgado en el que las dianas TNF y P21 cooperan
para impulsar los ritmos diurnos en la produccion celular. El reloj circadiano estad activo en el epitelio intestinal durante
estados normales y patoldgicos. Sin embargo, estos estados fisioldgicos distintos muestran diferencias en la expresion
génica circadiana. La regeneracion epitelial durante el sindrome gastrointestinal muestra ritmos circadianos en la
proliferacion, y las citoquinas y los reguladores del ciclo celular estdn regulados por el gen del reloj central BMALI.
Estos resultados no estdn presentes en el estado no dafiado, lo que sugiere que este programa se inicia dindmicamente
durante la regeneracion. Figura de [242].

Como trataremos mas adelante, al igual que las células madre embrionarias, algunos tipos
de células cancerosas también carecen de reloj circadiano, y comparten caracteristicas como
proliferacién ilimitada, requisitos metabdlicos, y firmas epigenéticas. Dada esta similitud entre las
células madre embrionarias y las células madre cancerigenas, esta creciendo el interés por las
contribuciones de la disfuncidn del reloj circadiano a la desdiferenciacién y al desarrollo del
cancer. Los estudios ademas sugieren que la pérdida del reloj circadiano esta asociada a un estado

poco diferenciado, proliferativo y altamente metastdasico, aunque no en todos los casos [233].

1.3.1 Células madre cancerigenas

El concepto de células madre cancerigenas (CMCs) plantea la hipdtesis de que el
crecimiento de los tumores esta impulsado por las CMCs, una pequefa subpoblacién de células
con caracteristicas de células madre embrionarias (ESC) [237], [244]-[246]. Estas células se dividen
asimétricamente para producir células cancerosas diferenciadas, asi como células hijas idénticas,

una caracteristica compartida con las ESC normales. Sin embargo, las CMCs han perdido el control

-44 -



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
INTRODUCCION

de la replicaciéon y la diferenciacion, lo que conduce a la tumorigénesis [237], [239]. Las CMCs se
definen por su capacidad para autorrenovarse y ademas producir células cancerosas diferenciadas
cuando se dividen de forma asimétrica, iniciar el crecimiento del tumor y proliferar sin regulacion,
lo que conduce a un crecimiento anormal y a un recambio celular de ciclo lento que las hace

resistentes a las terapias dirigidas a las células de replicacién rapida [237], [244], [245].

La pérdida del control replicativo da lugar a un mayor nimero de células tipo ESC, lo que
contribuye aun mas al crecimiento del tumor. Estas CMCs y sus progenies pueden albergar una
sorprendente cantidad de variabilidad, posiblemente debida a mutaciones en los genes de
reparacion del ADN que pueden haber contribuido inicialmente a la carcinogénesis, lo que a su
vez produce tumores heterogéneos. El grueso del tumor, resultado de la actividad no regulada de
las CMCs, esta formado por células cancerosas diferenciadas que no pueden iniciar la formacion
de tumores ni autorrenovarse, pero que han heredado la capacidad de proliferar de forma

incontrolada [237], [245].

Se han propuesto dos teorias para explicar cémo surgen las CMCS: (1) las mutaciones
oncogénicas que se acumulan en las células adultas normales o en las ESC, lo que conduce a su
proliferacién incontrolada; o (2) la desdiferenciacion celular hacia un estado similar al de las

células madre, que en una célula cancerosa produciria las CMCs [237], [244].

La teoria inicial de las CMCs que establece que se trata de un pequefio nimero de células
gue mantiene el crecimiento tumoral, explica determinadas observaciones clinicas como la
recurrencia que aparece tras el inicialmente exitoso tratamiento por quimio/radioterapia, la
guiescencia tumoral o la metdstasis. Sin embargo, este modelo candnico ha evolucionado hacia
otro modelo dinamico que establece que las CMCs no tienen por qué ser necesariamente raras
y/o quiescentes, sino que, por el contrario, pueden llegar a ser abundantes y altamente
proliferativas. Ademas, las diferentes jerarquias de clones que se establecen en el tumor pueden
presentar cierta plasticidad fenotipica determinada por las interacciones con el microentorno, un

fendmeno que complica la identificacién y erradicacién de las CMCs [203].
1.3.2 Marcadores de células madre cancerigenas en CCR

Algunos de los marcadores clave que actualmente se sabe que estan asociados a las
células madre cancerigenas (CMCS) y, de forma especifica a las células madre en el CCR son los
factores de transcripcion OCT4, SOX2 y NANOG que desempefian un papel dominante en la
regulacion de la pluripotencia [247]-[249]. Estos llevan a cabo su propia regulacién de la expresion

uniéndose a sus propias regiones promotoras. También desempefian un importante papel en la
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pluripotencia los genes KLF4 (Kriippel-like factor 4) y SALL4 (Sal-like protein 4). Y se han
documentado otros marcadores como c-Myc, STAT3 (signal-transducer and activator of
transcription 3), ALDH (aldehyde dehydrogenase), ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G
member 2) y CD133, que aparecen tanto en células madre normales como en células cancerigenas
en las que se ha asociado a quimiorresistencia. Algunos marcadores tienen una relevancia
especifica para el CCR, como el CD44, LGR5 (leucine-rich repeat-containing G protein-coupled

receptor 5) y EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) [240].

CD133 (prominin-1 glycoprotein o AC133) es una glicoproteina transmembrane de 120
kDa, que fue inicialmente identificada en células madre hematopoyéticas [250] y que estd
implicada en las interacciones intercelulares y la organizacion de la membrana celular, a través de

su unién a fosfolipidos [251] .

CD133 estd relacionado con las propiedades de las células madre, ya que su inhibicién
altera la autorrenovacion y capacidades tumorogénicas [252]. CD133 también se asocia con la
metastasis y la capacidad de invasién a través de la disminucion de la expresidon de la
metaloproteasa 2. Curiosamente, su expresidn estd positivamente correlacionada con la
expresion de los transportadores de union ATP (ABCG1 y ABCG2), asociando asi las propiedades
de los CMCS a la quimiorresistencia a través de la presencia de bombas de eflujo de multiples
farmacos [250]. CD133 se correlaciona con un mal prondstico en numerosos canceres, incluido el

CCR [253].

CD133 es uno de los marcadores de células madre mds documentados [252], [254]-[256].
Los estudios iniciales para caracterizar las CMCS del CCR empezaron por aislar las células CD133+.
Cuando se aislan de muestras de cancer de colon primario, estas células son capaces de formar
tumores en ratones, permanecen indiferenciadas cuando se cultivan en medios sin suero y se
vuelven mas agresivas con el paso de las generaciones [257]. Ademas, la mayoria de los tumores
estan compuestos por células CD133- que son incapaces de iniciar un tumor [257]. Un informe de
Todaro et al [258] muestra que las células CD133+ producen IL-4 y la utilizan para evadir la
apoptosis, lo que se confirma con la observacién de que un anticuerpo neutralizador de a-IL-4 o
el tratamiento con IL-4Ra mejoraria en gran medida la sensibilidad de las células CD133+ a los

farmacos quimioterapéuticos y aumentan su eficacia antitumoral.

CD44 es una glicoproteina transmembrana que interactiia con componentes de la matriz
extracelular, como el acido hialurdnico, los colagenos, las fibronectinas, las integrinas y la laminina
[259]. Estas interacciones inducen modificaciones en el citoesqueleto y la activacion de vias de

sefializacion implicadas en la adhesién y la migracion celular [260]-[262]. La expresion de CD44 se
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ha asociado con la progresién tumoral, la transicion epitelio-mesénquima [263] y la supervivencia
en los cdnceres de colon [264]. Se han descrito mutaciones en tumores sdlidos, lo que sugiere su
implicacion en la carcinogénesis [263]. El CD44 también ha surgido como un marcador importante

de las CMCs del CCR [260], [265].

La transcripcidon de CD44 se activa, al menos en parte, por la sefializacién de B-catenina
Whnt, y su sobreexpresidon es un acontecimiento temprano en la transformacion del adenoma
colorrectal en carcinoma [261], [262], [266]. En la mucosa coldnica se utiliza como marcador de
diferenciacidon inmadura. La supresién de CD44 impide la tumorigénesis y la formacion de clones.
Ademas, la inyeccidn de sélo 100 células CD44+ es suficiente para iniciar la formacidn de tumores
en ratones inmunosuprimidos, y las células CD44+ individuales forman esferas tumorales con
caracteristicas de células madre que se convierten en tumores cuando se xenografian en ratones
inmunosuprimidos [266]. La misma observacion se ha hecho para las células CD44+/CD24+, asi
como su capacidad para diferenciarse en linajes de enterocitos, enteroendocrinos y células

caliciformes in vitro [267].

En contraste con estudios anteriores, Shmelkov [268] muestran que las células
CD44+/CD24-/CD133- forman los tumores de colon mas agresivos, lo que elimina la necesidad de
CD133 en lainiciacion del tumor. Ademas, observaron que las poblaciones de células CD133+ son
generalmente CD44low/CD24+, y que el CD133 estd ocasionalmente presente en el epitelio
colénico normal diferenciado. Plantean la hipdtesis de que la poblacion CD133+ puede dar lugar
a un subconjunto CD133- mas agresivo que conserva la capacidad de iniciar tumores. También se
ha sugerido que la expresion de CD133 estd correlacionada con las condiciones de cultivo celular

y la hipoxia [247].

Un estudio clinico en el que se investigan los marcadores de las CMCs en canceres de recto
en estadio Il y lll muestra que CD44, LGR5 y CD166 estan significativamente regulados tras la
guimiorradiacion, lo que sugiere que son marcadores de poblaciones de CMCs de CCR resistentes

a la terapia [269].

Las células que expresan tanto CD44 como el antigeno epitelial especifico generan
tumores heterogéneos, se enriquecen tras la quimioterapia y tienen una expresion y actividad
elevadas de ALDH1, que ha demostrado mediar en la resistencia a la quimioterapia con

ciclofosfamida en estas CMCS [269].

La ALDH se ha utilizado para aclarar el papel de CD133 como marcador de células madre.

Un estudio muestra que en el carcinoma hepatocelular la mayoria de las células ALDH+ son
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también CD133+, pero hay muchas células CD133+/ALDH-. Ademas, las células CD133+/ALDH+
tienen el mayor potencial de formacidn de tumores, seguidas de las poblaciones CD133+/ALDH-y

luego CD133-/ALDH- [270].

Numerosos estudios han aislado y caracterizado las células EpCAM+/CD44+ de los
tumores colorrectales. Se descubrié que tanto el colon normal como los tumores de colon
contienen dos poblaciones de células: EpCAMHigh/CD44+ y EpCAMLow/CD44-. Sélo la poblacidn
EpCAMHigh/CD44+ es capaz de formar tumores cuando se inyecta en ratones inmunodeprimidos.
Mantiene su fenotipo diferenciado y la heterogeneidad morfogénica y fenotipica de la lesidn
madre, y estd enriquecida en los tumores en relacién con el colon normal. Sin embargo, cada
tumor contiene una proporcién Unica y constante de la poblacion celular EpCAMHigh/CD44+ a
pesar de la heterogeneidad intratumoral. Ademads, los distintos tumores de un mismo paciente
presentan una morfologia tisular, mutaciones somaticas, expresion de proteinas supresoras de
tumores e inmunomoduladoras y un perfil de transcripcion general similares. Este hallazgo no es
inesperado, ya que es probable que las lesiones de un mismo paciente compartan un fondo

genético con un conjunto especifico de mutaciones somaticas [262].
1.3.3 Células madre cancerigenas y ritmo circadiano

La relevancia clinica de las CMCs esta bien establecida gracias a varios estudios que han
acumulado pruebas que demuestran el potencial de las CMCs para iniciar tumores recurrentes
evadiendo la vigilancia inmunoldgica y los enfoques terapéuticos y quirlrgicos estandar contra el
cancer. También disponen de mayores propiedades invasivas y migratorias para iniciar metastasis
secundarias a través de la autorrenovacioén y la diferenciacion en células progenitoras, y una
mayor resistencia a la radiacion y la quimioterapia [271]. Las CMCs presentan una mitosis mas
lenta y a menudo quiescencia, seguida de diferenciacién en células de rapida proliferacién que se

asemejan a las células progenitoras adultas [272].

Los estudios indican una aparente ausencia de funciones de reloj circadiano en las células
madre embrionarias (Kowalska et al., 2010), quizas porque la regulacidn de los eventos del ciclo
celular por el reloj circadiano, puede ralentizar la rdpida proliferacion celular necesaria durante
las primeras etapas del desarrollo. La falta de maquinaria de reloj circadiano en las células madre
hasta que se diferencian en células progenitoras[274], [275] sugiere que la ritmicidad circadiana
de las células cancerigenas podria debilitarse o perderse en aquellas desdiferenciadas que

generan CMCs tras la TEM (transicion epitelio-mesenquima) [272].
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El reloj circadiano podria tener un papel importante durante varios eventos de
diferenciacidn y desdiferenciacion y, por tanto, en el desarrollo del cancer, como ya se ha
demostrado. Se desconoce si las células en estado precanceroso expresan ritmos circadianos vy si
se parecen a los ritmos del tejido circundante. Parece probable que, si carecen de una capacidad
de sincronizacién interna adecuada, seguiran siendo impulsadas por los ritmos endocrinos o

neuronales de su entorno [272].

La reprogramacion de células diferenciadas en células iPS interrumpe las oscilaciones
circadianas en la expresion de los genes del reloj, por lo que es importante saber si el reloj
circadiano se ve afectado durante la carcinogénesis mediada por la desdiferenciacion (Figura 13)

[272].

Pluripotent stem cells Somatic cells

Differentiation in vitro

ES cells T TR ERREES = %
(o)
-7

iPS cells D CLEE T
) 24 48 72 9 Reprogramming 15 16 17 18 19

(hours)
(Oct3/4, Kif4, Sox2, c-Myc)

Figura 13: Reprogramacicn iPS y ritmo circadiano

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un acontecimiento clave que precede a la
metastasis de las células tumorales y que aumenta la capacidad de invasién de las células y las
poblaciones de CMCs. Los estudios sugieren que los genes utilizados para generar los ritmos
circadianos también sirven para regular la TEM. La induccion de la generacion de CMCs a través
de la TEM en cultivos celulares ha revelado oscilaciones circadianas, confirmando que los ritmos

circadianos son procesos adicionales que controlan esta etapa de la progresién del cancer [276]

Es la agregacién de algunas CMCS en esferas tumorales lo que parece permitir sus ritmos
circadianos [277]. Del mismo modo, el acoplamiento celular o ritmos circadianos dependientes de
la densidad se han observado en cultivos de fibroblastos [278]. Otros factores ritmicos podrian
ayudar a las CMCS a seguir siendo ritmicas y a someterse a la tumorogénesis. Por ejemplo, las
cascadas de sefializacion del VEGF y los componentes que regulan la angiogénesis estan bajo

control del reloj [279].

Por otro lado, algunos estudios parecen mostrar que las CMCs y CTCs tienen un reloj
circadiano intrinseco, por lo que las propiedades circadianas de los tejidos donde se localizan
podrian influir en su supervivencia, especialmente si el funcionamiento del reloj de las células
cancerigenas es débil. La fuerza de los ritmos circadianos en un drgano o tejido concreto puede
determinar si es un "terreno fértil" para la formacién de tumores secundarios, como se indica para

otros factores microambientales. Las vesiculas extracelulares liberadas por las CTCs parecen
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alterar las células normales circundantes, aumentando las posibilidades de formacién de tumores
secundarios [280]. Las vesiculas extracelulares también podrian transmitir sefiales de tiempo
circadiano entre las células [281]. En resumen, multiples propiedades pueden determinar si los
ritmos circadianos pueden persistir en las células cancerigenas metastatizadas y si sus
componentes del reloj molecular y los CCG serdn objetivos viables para los tratamientos

terapéuticos [272].

Sin embargo, muchas suposiciones sobre las células madre normales o las CMCs que
carecen de relojes circadianos robustos se han basado en enfoques experimentales que a menudo
estaban limitados a la deteccién de la ritmicidad circadiana de la expresion de los genes del reloj

en poblaciones celulares heterogéneas, como las de los tumores [272].

Algunos estudios han mostrado que tanto las células hematopoyéticas normales como las
malignas albergan un reloj intacto con robustas oscilaciones circadianas. Otras pruebas revelan
gue Clocky Bmall, son genes necesarios para el crecimiento de las células de la Leucemia Mieloide
Aguda en ensayos in vitro e in vivo, y que la interrupcién de los componentes candnicos de la via
circadiana produce efectos antileucémicos, incluyendo una proliferacién deteriorada, una

diferenciacidon mieloide mejorada y una reduccidn de las células madre de leucemia (LSC) [282].

También estudios con células de glioblastoma diferenciadas (DGC) y los cultivos cerebrales
no malignos han mostrado ritmos circadianos robustos, aunque las células madre de glioblastoma
(GSC) por si solas mostraban una dependencia de los factores de transcripcién del reloj central,
BMAL1 y CLOCK, para un crecimiento celular éptimo. La regulacién a la baja de BMAL1 o CLOCK
en las GSC indujo la detencidn del ciclo celular y la apoptosis. Ademas de la relevancia clinica, se
mostré que la intervencion farmacoldgica en las redes circadianas interrumpio especificamente el

crecimiento y la autorrenovacion de las células madre cancerigenas [283]

Por ultimo, las células del cancer de préstata se ha descubierto que PER3, esta
significativamente regulado a la baja en las células en no expresan marcadores de células madre
(CD44-), y la sobreexpresiéon de PER3 en las células CD44+ suprimié significativamente sus
capacidades de formacién de esferas y colonias, asi como su tumorogenicidad en huéspedes
inmunodeficientes. Por el contrario, la supresion de PER3 en las células CD44- fomentd

drasticamente su capacidad de formacién de colonias y de iniciacidon de tumores [284].

PER3, un gen del reloj circadiano, desempeiia un papel importante en el CCR, pero su
acciéon y el mecanismo subyacente en las células similares a las células madre del cancer
colorrectal (CMCs) siguen sin estar claros. En un estudio, comparando cultivos resistentes a

farmacos de HCT-166 normales y enriquecidos con células con baja expresidn de los marcadores
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de células madre CD133, CD44, LGR5 y SOX2, se demostrd que la sobreexpresion de PER3 en las
CMCs colorrectales dio lugar a una reduccién de la eficiencia de formacidn de colonias, y redujo
la expresién de marcadores Notchtl, B-catenina, c-Myc y LGR5 en las CMCs colorrectales. Por el
contrario, el silenciamiento de PER3 mejord la autorrenovacidon de las CMCs colorrectales,
confirmando que PER3 puede reducir la quimiorresistencia y la capacidad de autorrenovacion de
las CMCs colorrectales a través de la inhibicidn de la sefializacion de Notch y B-catenina. Esto
revela que PER3 desempefiia un papel critico en el mantenimiento de la capacidad de crecimiento
de las CMCs colorrectales y puede ser un objetivo prometedor para la eliminacién de las CMCs

[285].
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las tasas de incidencia y mortalidad por CCR han disminuido en las ultimas dos décadas debido
a los avances recientes en su prevencién y deteccidon. Sin embargo, el pronéstico del CCR
actualmente no ha cambiado y, aproximadamente, el 50% de los pacientes desarrollaran
metastasis durante el curso de su enfermedad, lo que representa la principal causa de
morbimortalidad. La recurrencia local (LR) en el primer sitio de la enfermedad es mucho menos
comun y constituye del 10% al 20% de todas las recurrencias. Por otro lado, en la mayoria de
estudios se ha considerado conjuntamente el cdncer de colon y recto como una Unica entidad,
estos tumores difieren en diversas caracteristicas clinico-patoldgicas y moleculares que van

cambiando progresivamente a lo largo del epitelio colénico.

Aunque se ha hecho un gran esfuerzo para identificar a los pacientes de CCR con prondstico
desfavorable que puedan beneficiarse de la terapia adyuvante, la mayoria de métodos se han
centrado principalmente en enfoques "émicos" y masivos que enmascaran la heterogeneidad
intratumoral e interpaciente e implican altos costos, lo que impide la aplicacidn clinica a gran
escala. Debido a todo esto, en los Ultimos afos, se han desarrollado estrategias prometedoras que
se han centrado en el estudio del microambiente del tumor o las caracteristicas principales del
cancer, que estan presentes en casi todos los tumores, independientemente de los cambios

moleculares subyacentes.

Gran parte de los procesos bioldgicos estan regulados por ritmos circadianos, y se ha
demostrado ampliamente que las alteraciones de dichos ritmos estan implicadas en la aparicién
de numerosas patologias, entre ellas, el desarrollo de algunos tipos de tumores. Ademas, la
eficacia de los tratamientos en varios tipos de cdncer depende del reloj circadiano, lo que ha dado
lugar a la cronoterapia. Por lo tanto, la integracion de la biologia circadiana en la investigacion del
cancer ofrece nuevas opciones para la prevencion, el diagndstico y el tratamiento de esta
enfermedad. Especificamente, la conexion entre la interrupcidn circadiana y el desarrollo, la
progresidn, la incidencia y la resistencia a los tratamientos del CCR se ha estudiado ampliamente.
Sin embargo, estos resultados aln no se han trasladado a la clinica, ya que esta relacion es, en

algunos casos, controvertida.

Algunos estudios sugieren que los cambios en la ritmicidad del sistema circadiano estan
asociados a un estado poco diferenciado, proliferativo y altamente metastdsico, propio de la

subpoblacién de células madre cancerigenas.
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En este contexto, nos hemos planteado los siguientes objetivos para este estudio:

e Estudiar las alteraciones en la expresion de las proteinas del reloj circadiano en cancer

colorrectal.

o Analizar las diferencias que puedan existir en la expresion de las proteinas del

reloj circadiano central en tejidos normales y tumorales de CCR.

o Dado que el reloj circadiano esta regulado por bucles de retroalimentacion
negativa, estudiar si existen cambios en la relacién entre las proteinas del reloj,
para ello se analizard la correlacidn existente entre las proteinas y si existen

cambios en dichas correlaciones en los tumores colorrectales.
o Analizar si existen diferencias entre los tejidos tumorales de colon y recto.

e Determinar si existe relacidon entre la variacién de la expresion de los genes del reloj
circadiano y la expresion de marcadores de células madre en las muestras procedentes

de pacientes con céncer colorrectal.

e Estudiar el valor prondstico que puedan tener la relacidon entre las proteinas del reloj

circadiano, marcadores de células madre y el CCR.
o Analizar la relacién con la progresion de la enfermedad.
o Analizar la relacién con el tiempo libre de enfermedad y tiempo de supervivencia.

o Analizar si ademads existen diferencias no solo con la progresion de la enfermedad
y tiempo libre de enfermedad sino con el tipo de progresidén (metastasis distales

o recidivas locales).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 PACIENTES Y MUESTRAS

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién de Granada (Andalucia,
Espafia) (PI-0677-2013) y se ha llevado a cabo de acuerdo con las directrices de la Declaracién de
Helsinki. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para participar en el estudio.
Los tejidos tumorales se obtuvieron en la intervencidn quirdrgica del tumor primario entre las 9.00

y las 13.00 horas y fueron facilitados por el Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

De cada paciente se recogieron los siguientes datos clinico-patolédgicos edad, sexo,
localizacion general (rectal o coldnica), localizacion especifica (colon ascendente, flexura hepatica,
colon transverso, flexura esplénica, colon descendente, colon sigmoide y recto), nimero de
ganglios extirpados/nimero de ganglios con metastasis, fecha y tipo de tratamiento (cirugia,
quimioterapia y/o radioterapia), evaluacién de la respuesta al tratamiento (recaida local o
metastasis distal) y, por ultimo, se registraron los datos relativos a la supervivencia global (SG) y a

la supervivencia libre de enfermedad (SLE) al final del estudio.

Las muestras de tejido tumoral se clasificaron de acuerdo con el diagndstico y grado de
diferenciacidn, basandose en los criterios de la World Health Organization (Pathology and
Genetics of Tumours of the Digestive System; International Agency for Research on Cancer (IARC),

2000) [286] (ver Tabla 1)

El estadio del tumor se determind de acuerdo con los criterios del American Joint

Committee on Cancer Staging System [286] (ver Tabla 2).

Tabla 1: Clasificacion histoldgica de los tumores de colon y recto

Carcinoma

Adenocarcinoma 8140/3
Mucinous Adenocarcinoma 8480/3
Signet-ring cell carcinoma 8490/3
Small cell carcinoma 8041/3
Squamous cell carcinoma 8070/3
Adenosquamous carcinoma 8560/3
Medullary carcinoma 8510/3
Undifferentiated carcinoma 8020/3
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Tabla 2: Clasificacion TNM de tumores de colon y recto

T- Tumor primario Estadios
Tx tumor primario que no se puede valorar Estadio 0
TO no hay evidencia de tumor primario Tis NO MO
Tis carcinoma in situ; intraepitelial o invasion de la ldmina propia Estadio |

T1 NO MO
T1 tumor que invade submucosa T2 NO MO
T2 tumor que invade muscularis propia Estadio Il
T3 tumor que invade serosa, grasa T3 NO MO
T4 tumor que perfora el peritoneo visceral y/o invade directamente T4 NO MO
otros érganos o estructuras Estadio Il

Cualquier T (T1-4) N1 MO
N- Ndédulos linfaticos regionales Cualquier T (T1-4) N2 MO
Nx no se pueden valorar Estadio IV
NO sin afeccién ganglionar Cualquier T (T1-4) cualquier N (N0-2) M1

N1 entre 1y 3 ganglios linfaticos regionales afectos por metastasis
N2 metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales

M- Metastasis a distancia

MXx no se pueden estimar

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

M1 metadstasis en uno o mas érganos a distancia o en el peritoneo.

Los pacientes se reclutaron entre 2004 y 2014 y seguidos hasta noviembre de 2018 (un
minimo de 5 afios y hasta 14,2 afios). Se incluyeron todos los pacientes mayores de 18 afios
operados de carcinoma o adenocarcinoma colorrectal, independientemente del sexo y el estadio
de la enfermedad. Todas las intervenciones quirudrgicas para la extirpacion del tumor o tejido sano
se llevaron a cabo entre las 9.00 a.m. y 1.00 p.m. Se descartaron los pacientes tratados con
terapias neoadyuvantes, diagnosticados de cancer hereditario o de un cancer previo, tratado o
no. Bajo estos criterios de exclusidn, se consideraron para el estudio 258 casos de muestras de
tejido fijado e incluido en parafina de cdncer colorrectal de origen epitelial (carcinoma vy
adenocarcinoma) y 66 casos de tejido de colon normal utilizados como muestras de control. Las
muestras de tejidos, tanto normales como tumorales, fueron cedidas por el Biobanco del Sistema

Sanitario Publico de Andalucia.

Se registro la recaida en la enfermedad por diferentes causas: aparicion de metastasis en
localizaciones distales, como higado o pulmén, y las recidivas tumorales en la misma localizacion
del tumor primario e independiente de la presencia de enfermedad metastasica [287]. Para ser
considerados recaida en la enfermedad, en ambos casos se registraron cuando aparecieron
trascurridos al menos dos meses tras la intervencidn quirurgica. Si la metdstasis se identificé en el
mes posterior a la intervencidon quirdrgica y ligado a las pruebas complementarias y/o revisiones

postoperatorias, se considerd metdstasis al diagndstico.
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3.2 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Los diferentes casos de carcinoma colorrectal y tejidos normales fijados e incluidos en
parafina fueron incluidos en varias matrices de tejidos (TMA, Tissue Micro Array) para facilitar su
posterior tincién e interpretacién. De cada caso, tanto tumor como normal, se incluyeron en los
TMA al menos 3 cilindros (réplicas), y se afiadieron tejidos conocidos como controles positivos y

negativos para cada uno de los anticuerpos estudiados.

Se realizaron secciones de 3 um de grosor de los TMA para su estudio
inmunohistoquimico. Las secciones se calentaron durante 1 h a 60 °C, desparafinaron con xileno
a 37 °C durante 20 minutos y se rehidrataron con una serie de alcohol graduado y agua destilada.
A continuacion, los portaobjetos se trataron con peréxido de hidrégeno al 3% en metanol durante
20 minutos a 37 °C para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena. Posteriormente, las
secciones se sumergieron en tampon citrato 10 mM (pH 6,0), se sometieron a microondas para la
recuperacion antigénicay se dejaron enfriar a temperatura ambiente. A este tratamiento le siguid
la incubacidn con el anticuerpo primario correspondiente, Anti-PER3 (Q-16; dilucién 1:50) y Anti-
PER2 (19-J6; dilucion 1:50) de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA), Anti-PER1 (ab3443;
dilucion 1:100), Anti-CRY1 (ab54649; dilucién 1 100), Anti-CRY2 (ab38872; dilucién 1:50) y Anti-
NR1D2 (ab41940; dilucion 1:25) de Abcam (Cambridge, Reino Unido), y Anti-BMAL1 (1C11;
dilucion 1:50) de Novus Biologicals (Centennial, CO, EE.UU.), Anti-CD133 (AC133, dilucién 1:50) de
MACS® Antibodies (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA, USA) , Anti-CD 44 (DF1485; dilucién 1:50) de

DAKO (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) en un recipiente humidificado a 4 °C. Las
condiciones especificas para cada anticuerpo se incluyen en la Tabla 3. Los portaobjetos de tejido
se lavaron tres veces con PBS, se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios, ya
sea un anti-conejo (dilucién 1:200) o un anti-ratén (dilucidn 1:200) de Roche (Basilea, Suiza), a 37
°C durante 30 minutos, y luego se lavaron a fondo tres veces con PBS. Las secciones se revelaron
con tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB), se contratifieron con hematoxilina y se
montaron con medio permanente (DPX). En cada ensayo se incluyeron controles negativos de
segunda capa, omitiendo el anticuerpo primario, para descartar falsos positivos debidos a

reacciones inespecificas del anticuerpo secundario con el tejido.

Una vez determinado el protocolo 6ptimo para cada anticuerpo, la tincién
inmunohistoquimica de todos los cortes y casos se llevd a cabo utilizando el inmunotefiidor
automatico "Discovery Ultra Benchmark" de ROCHE (Basilea, Suiza), a excepcion del anticuerpo
CD133 que se realizé con los equipos: PTLink (desenmascaramiento antigénico) y AutostainerLink

(tincién inmunohistoquimica) de DAKO.
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Tabla 3: Condiciones de la tincion inmunohistoquimica para cada una de las proteinas estudiadas

Proteina CONDICIONES
Desenmascaramiento antigénico Dilucién Ab primario®
CRY-1 CC1b (pH 8.4, 24 min) 1/100 30 min, 37 °C
CRY-2 CC1b(pH 8.4, 1 h) 1/50 32 min, 37 °C
PER-1 CC1b (pH 8.4, 48 min) 1/100 1h,37°C
PER-2 Ribo CC o CC2¢ (pH 6, 24 min) 1/50 1h,37°C
PER-3 Ribo CC o CC2¢ (pH 6, 24 min) 1/50 1h,37°C
cD44 Ribo CC o CC2¢ (pH 6, 16 min) 1/50 36 min, 37 C
BMAL1 CC1b (pH 8.4, 24 min) 1/50 30 min, 37 ¢C
NR1D2 CC1b (pH 8.4, 24 min) 1/25 1h,37°C
CcD133 High (pH 9, 20 min) 1/50 30 h, 25 ¢C

2Ab primario. Tiempo y temperatura de incubacién del anticuerpo primario. °CC1 Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA)-
gases heat induded antigen retrieval, Ribo CC o CC2: citrate-based heat-induced enzyme retrieval;
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3.3 EVALUACION DE LA TINCION

Se realizd una evaluacion manual mediante microscopio éptico y se determiné para cada
marcador el porcentaje de expresion y la intensidad de la tincién. La intensidad de la expresidn,
asi como el porcentaje de expresion de cada marcador, fueron evaluados de forma
semicuantitativa e independiente por dos investigadores diferentes sin conocimiento de los
parametros clinicos y patoldgicos de los pacientes. Los casos en los que se produjeron
desacuerdos entre observadores se discutieron con un tercer observador hasta que se llegd a un

acuerdo sobre la puntuacién final de la expresién.

Los resultados se informaron segun el porcentaje de células tefiidas como:

0 < 5% (solo algunas células tefidas)
1 =6-25% de células tefiidas

2 = 26-50% de células tefiidas

3 =51-75% de células tefiidas

4 > 75% de células tefiidas.

Del mismo modo, la intensidad de la tincion se puntué como:

0 = sin tincion

1 =tincién débil

2 = tincién moderada

3 = fuerte tincion.

Las dos escalas de intensidad y porcentaje de la tincidon se multiplicaron para obtener la
escala final de puntuacion inmunorreactiva (IRS; inmunoreactive score o IHC score;
inmunohistochemistry score) de 0 a 12, como se ha descrito anteriormente [288]—[290] (ver

Tabla 4). En cada portaobjetos se incluyeron y se evaluaron previamente las puntuaciones de

tincion de diferentes tejidos (epitelio normal, amigdala, etc.) como control de calidad.

Tabla 4: Porcentaje, intensidades de la tincidén y puntuaciones, para determinar la inmunoreactividad

Combinaciones

A Porcentaje )
Intensidad , posibles IHC
L. células .
tincion . Intensidad x score
teiidas .
Porcentaje
No tincién 0 0% 0 0x0 1]
1x1 1
Débil 1 10% 1 1x2 2
1x3 3
Moderado 2 25% 2 1x4 o 2x2 4
2x3 6
Intenso 3 50% 3 2x4 8
3x3 9
75% 4 3x4 12
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para establecer la relacidn entre las proteinas estudiadas y las caracteristicas clinico-
patoldgicas de los pacientes, codificaron todas las variables y dicotomizaron las siguientes
variables cualitativas: Grado de diferenciacién bien diferenciado o, moderado y pobremente
diferenciado, estadio T precoz (T1 + T2) o tardio (T3 + T4), estadio N (NO=sin afectacién de ganglios
linfaticos o >NO =cualquier afectacion de ganglios linfaticos)), estadio M (MO=sin presencia de
metastasis o0 M1=cualquier presencia de metastasis), estadio TNM (precoz (I + Il) o avanzado (Il +
IV)) y supervivencia (muerte por CCR o censurada (perdida de seguimiento, vivo o muerte por

otras causas)).

Para la estadistica descriptiva, las variables continuas se expresaron mediante la mediana

y el rango intercuartilico (IQR) y las variables categdricas como nimeros y porcentajes.

Se realizé un andlisis bivariante mediante las pruebas de la x2 y estadistico exacto de
Fisher. Para el analisis de correlacion se utilizd la prueba de Pearson. Se utilizé el método de
Kaplan-Meier para determinar la probabilidad acumulada de supervivencia especifica por cancer
a 3 y 5 anos, y supervivencia libre de enfermedad, y las diferencias se evaluaron mediante las
pruebas de Log-rank. Los tiempos censurados por la derecha se eliminaron para no subestimar la
verdadera curva de supervivencia y/o curva de aparicion de metastasis/recidivas de la poblacién

del estudio [291], [292].

Los factores prondsticos se evaluaron mediante un analisis multivariante (regresion
logistica 0 modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox). Las pruebas se realizaron con
un 95% de confianza, considerando significativas aquellas con un p valor inferior a 0,05. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS version 18.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, EE.UU.) y segun los criterios REMARK [293].

Para establecer los valores altos y bajos (Low/High) para la expresion de cada proteina se
analizaron curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) con los valores de IHC score
(Inmunoreactive score) [294]-[297] y las variables clinico-patoldgicas dicotomizadas, asi como la
progresion de la enfermedad a 3 y 5 afos y la supervivencia especifica por cancer a 3 y 5 afios. Se
eligié como puntos de corte aquellos con el mayor indice de Youden. En los casos en que habia
dos o mas puntos con mismo indice de Youden, se eligieron aquellos puntos donde se maximizaba
la sensibilidad y especificidad. Los puntos de corte dptimos para cada proteina se recogen en la
Tabla 5. De acuerdo dichos puntos se categorizaron las muestras como expresion baja, aquellas

con menor expresion que el punto de corte establecido, y expresion alta, aquellas por encima del
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punto de corte. Se incluye ademas en la Tabla 5 la equivalencia en porcentaje e intensidad de la

tincién de cada uno de los puntos de corte establecidos.

Tabla 5: Puntos de corte dptimos en tejido tumoral para cada una de las proteinas estudiadas.

OoCP? Low? High3 % células tenidas Intensidad tincién
PER1 3 0-3 4-12 10%- 50% Débil-Moderado
PER2 5 0-5 6-12 25%-75% Débil-Moderado
PER3 1 0-1 2-12 0%-10% Débil
CRY1 3 0-3 4-12 10%- 50% Débil-Moderado
CRY2 2 0-2 3-12 25%-75% Débil-Moderado
BMAL1 6 0-6 7-12 25%-50% Moderado-Intenso
NR1D2 1 0-1 2-12 0%-10% Débil
CD44 0 0-1 2-12 0%-10% Débil
CD133 3 0-3 4-12 10%- 50% Débil-Moderado

1: OCP, Optimal CutOff Point; punto de corte para expresion de la proteina en escala IRS (porcentaje e intensidad); 2: rango
de valores considerado expresion baja; 3: rango de valores considerado expresion alta.
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4.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes y las muestras tumorales se

describen en Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Frecuencia Porcentaje

(N) (%)
Caso/Control Tumor 258 79,6 %
Normal 66 20,4 %
Género Hombre 154 59,7%
Mujer 114 40,3%
Edad (media) <71 144 55,8%
>71 114 44,2%
Organo Colon 213 82,6%
Recto 45 17,4%
Localizacion Colon proximal 112 43,4%
Colon distal 101 39,1%
Recto 45 17,4%
Clasificacion histoldgica Adenocarcinoma (M8140/3) 210 81,4%
Adenocarcinoma mucinoso (M8140/3) & (M8480/3) 44 17,1%

Otros: (M8260/3), (M8510/3), (M8490/3) & (M8070/3 4 1,6%
Grado de diferenciacion Bien diferenciado 88 34,2%
Moderadamente diferenciado 140 54,5%
Pobremente diferenciado 29 11,3%

T (Clasificacion TNM) T1 4 1,6%
T2 29 11,2%
T3 183 70,9%
T4 42 16,3%
N (Clasificacion TNM) NO 135 52,3%
N1 79 30,6%
N2 a4 17,1%
M (Clasificaciéon TNM) MO 209 81,0%
M1 45 17,4%
Estadio Estadio | 26 10,2%
Estadio Il (I1A-11B) 98 38,3%
Estadio III (IIIA-11IB-11IC) 87 34,0%
Estadio IV 45 17,6%
Radioterapia No 221 88,4%
Si 29 11,6%
Quimioterapia No 101 41,9%
Si 140 58,1%
Metastasis a distancia tras el No 166 74,1%
diagndstico Yes 58 25,9%
Recidiva local No 187 87,0%
Yes 28 13,0%
Recaida en enfermedad No 161 71,9%
(metéastasis distal o recidiva local)  Yes 63 28,1%
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Al final del seguimiento el 54,5% de los pacientes seguia vivo y libre de enfermedad, un
6.3% vivo, aunque con enfermedad (recidivas locales o metastasis) y el 22,4% habian fallecido a

consecuencia del cancer.

El 19,5% de los pacientes desarrollaron metastasis a distancia en los siguientes tres afios
y el 24,1 % la desarrollaron antes de los cinco afos. En cuanto al desarrollo de recidivas locales, el
9,3 % las desarrollaron antes de los 3 afos y el 12,9 % a los 5 afios. Teniendo en cuenta ambos
tipos, bien recidivas locales o metastasis a distancia, el 21,6% de los pacientes sufrieron recaida

en la enfermedad antes de los 3 afios y el 26,4% antes de los 5 afios (detalles en Tabla 7).

Tabla 7: Descriptivos progresion de la enfermedad al final del seguimiento

Metastasis 3 aios Recidiva local 3 afios Recaida 3 afios
(Metastasis o Recidiva)
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
No 177 80,5% 194 90,7% 174 78,4%
Si 43 19,5% 20 9,3% 48 21,6%
Total 220 214 222
Metastasis 5 afios Recidiva local 5 aiios Recaida 5 aios
(Metastasis o Recidiva)
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
No 161 75,9% 176 87,1% 159 73,6%
Si 51 24,1% 26 12,9% 57 26,4%
Total 212 202 216

En cuanto a supervivencia especifica por enfermedad, el 16,0% de los pacientes habia
fallecido por cancer antes de los 3 afios y el 21.5 % de los pacientes fallecidé por cancer antes de

5 afios (Tabla 8).

Tabla 8: Descriptivos supervivencia especifica por enfermedad al final del seguimiento

Supervivencia especifica cancer 3 afios Supervivencia especifica cancer 5 afios

Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Censurados 200 84,0% 183 78,5%
Exitus 38 16,0% 50 21,5%
Total 238 233
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4.2 EXPRESION DE LAS PROTEINAS DEL RELOJ CIRCADIANO CENTRAL EN
TEJIDO SANO Y TEJIDO TUMORAL DE CANCER COLORRECTAL

4.2.1 Valoracidon inmunohistoquimica

Como se ha descrito en metodologia, se llevaron a cabo tinciones inmunohistoquimicas
para las proteinas objeto de estudio, sobre los cortes de matrices de tejido normal y tejido de
tumores colorrectales (Figura 14, Figura 15 y Figura 16). Se llevd a cabo una valoracion
semicuantitativa, en base al porcentaje e intensidad de la tincién y se analizd el patron de
localizacién de cada una de las proteinas. En cuanto a la localizacién celular (nucleo, citoplasma
y/o membrana) de la expresion de las proteinas estudiadas, no se encontraron diferencias entre

tejidos normales y tumorales (Tabla 9).

Normal Tumor

PER1
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a").'#.“’
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»
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»
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Figura 14: Imagenes de la tincion inmunohistoquimica de las proteinas estudiadas: PER1, PER2 y PER3
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Figura 15: Imagenes de la tincién inmunohistoquimica de las proteinas estudiadas: CRY1, CRY2, BMAL1 y NR1D2
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Figura 16: Imagenes de la tincion inmunohistoquimica de las proteinas estudiadas: CD44 y CD133

PER1 (al, a2, a3), PER2 (b1, b2, b3), PER3 (c1, c2, c3), CRY1 (d1, d2, d3), CRY2 (el, e2, e3), BMALL (f1, f2, f3),
NR1D2 (g1, g2, g3), CD44 (h1, h2, h3) y CD133 (i1, i2, i3). En la primera columna se muestra un ejemplo de la expresion
en mucosa de colon normal para cada una de las proteinas (al, b1, c1, di, el, f1, g1, h1, i1). En la segunda y tercera
columna se muestra ejemplos de la tincién para cada una de las proteinas en tejidos tumorales de cancer colorrectal,
con expresion alta (a2, b2, c2, d2, e2, 2, g2, h2, i2) y baja (a3, b3, c3, d3, e3, f3, g3, h3, i3). Magnificacion: 200x.

Tabla 9: Patron de localizacion celular de la expresion de las proteinas estudiadas

Proteina Localizacién
PER1 Nucleo celular y ocasionalmente el citoplasma celular.
PER2 Ndcleo celular.
PER3 Citoplasma celular siguiendo un patrén granular.
CRY1 Citoplasma celular
CRY2 Citoplasma celular y ocasionalmente el nucleo celular
NR1D2 Ndcleo celular.
BMAL1 Ndcleo celular.
CcDh44 Membrana celular.
CD133 Membrana celular.

4.2.2 Analisis descriptivo

Como se muestra en la Tabla 10, todas las proteinas relacionadas con el reloj se
expresaron significativamente mds en la mucosa normal que en los tejidos tumorales, excepto
BMAL1. En cuanto a los marcadores de CMCs, se encontrd un aumento de expresion de CD133 en

tumores, y ninguna diferencia en CD44 (Figura 17).
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Tabla 10: Estadisticos descriptivos de la expresion de las proteinas en tejidos normales y tejidos tumorales

Normal (N=66) Tumor (N=258) U‘:,:i':'nae';"
Mediana Q1 Q32 DQ? Mediana Qi1t Q3? DQ? P

PER1 8.00 7.00 10.00 1.50 3.00 2.00 4.00 1.00 <0.0001
PER2 12.00 12.00 12.00 0.00 5.33 4.00 7.85 1.95 <0.0001
PER3 4.50 3.38 7.00 1.81 0.00 0.00 0.00 0.00 <0.0001
CRY1 8.00 6.00 8.00 1.00 4.00 2.00 5.00 1.50 <0.0001
CRY2 9.00 8.00 11.00 1.50 5.33 4.00 7.50 1.75 <0.0001
BMALL  8.00 5.00 12.00 3.50 8.00 6.67 10.67  2.00 0.663
NRID2  6.00 4.00 8.00 2.00 0.25 0.00 2.00 1.00 <0.0001
cD44 0.00 0.00 1.31 0.65 0.00 0.00 0.83 0.41 0.777

CD133 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.52 0.76 <0.0001

1: Q1, cuartil 1, 2: Q3, cuartil 3; 3: DQ: Desviacién cuartil
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Figura 17: Diferencias de expresion de las proteinas entre tejido normal y tejido tumoral
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En la Tabla 11 se detalla la interpretacidn, en términos de porcentaje e intensidad de la
tincidén, de las diferencias de expresidon encontradas entre tejidos normales y tumorales de las

proteinas del reloj central y los marcadores de CMCs en CCR, al menos, en nuestra cohorte de

estudio.
Tabla 11: Diferencias de expresion (porcentaje e intensidad) entre tejidos normales y tumorales
Normal (N=66) Tumor (N=258)
Mediana % células tefiidas intensidad Mediana % células teiiidas intensidad
PER1 8.00 75% Moderado 3.00 10%-25% Débil-Moderado
PER2 12.00 75%-100% Intenso 5.33 25%-50% Débil-Moderado
PER3 4.50 25%-50% Débil-Moderado 0.00 10% Débil
CRY1 8.00 75% Moderado 4.00 25%-50% Débil-Moderado
CRY2 9.00 75% Moderado 5.33 25%-50% Débil-Moderado
BMAL1 8.00 75%-100% Intenso 8.00 75%-100% Intenso
NR1D2 6.00 75% Moderado 0.25 10% Débil
CcD44 0.00 10% Débil 0.00 10% Débil
CD133 0.00 0% No expresion 0.00 10%-25% Débil
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4.2.3 Curvas ROC

Los resultado de expresidn para cada proteina, se analizaron mediante curvas ROC para
establecer un punto de corte que permitiese diferenciar los tejidos normales y tumorales
mediante inmunohistoquimica. Como se observa en la Figura 18, todas las curvas fueron
significativas y se encontraron diferencias para todas las proteinas, excepto para BMAL1 y CD44.

La curva especialmente acentuada de CD133 de debe a que en tejidos normales la proteina

practicamente no se expresa (IHC score = 0) mientras que en tumores si (IHC score >0).
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Figura 18: Curvas ROC de cada una de las proteinas estudiadas para discriminar entre tejido normal y tejido tumoral

OCP: Punto de corte éptimo (Optimal cutoff point); AUC: Area bajo la curva (Area under de curve); p: nivel de significacién del

estadistico de contraste.
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Los puntos de corte dptimos encontrados se representan en la Tabla 12.

Tabla 12: Puntos de corte determinados por curva ROC para diferenciar tejido normal de tejido tumoral.

Puntos de corte curva ROC entre tejido Normal / Tumor

ocCpa Sensibilidad Especificidad AUCP P
PER1 6 93.0% 92.0% 0.965 <0.0001
PER2 10 89.5% 94.0% 0.926 <0.0001
PER3 1 96.5% 91.2% 0.961 <0.0001
CRY1 6 84.2% 82.1% 0.872 <0.0001
CRY2 8 77.2% 76.1% 0.828 <0.0001
BMAL1 8 70.0% 50.9% 0.517 0.667
NR1D2 4 91.2% 88.8% 0.936 <0.0001
CD44 1 38.6% 73.3% 0.510 0.807
CD133 0 46.0% 100% 0.725 <0.0001

a: OCP: Punto de corte éptimo (Optimal cutoff point); b: AUC: Area bajo la curva (Area under the curve); p nivel de significacién de la
prueba.
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4.2.4 Correlaciones entre las proteinas estudiadas. Diferencia entre tejido
normal y tumoral.

Para determinar si hay alteraciones en la relaciéon que establecen las proteinas del reloj
circadiano y los ciclos retroalimentados de transcripcion-traslacion que las regulan, se analizo la
correlacién (prueba Pearson) de la expresion de las proteinas entre, tanto en tejidos normales

como tejidos tumorales. Los resultados de dichos andlisis se muestras en las Tabla 13 y Tabla 14.

Tabla 13: Correlacion de la expresion de proteinas en tejido normal

NORMAL PER1 PER2 PER3 CRY1 CRY2 BMAL1 NR1D2 CD44 CD133

-1
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Tabla 14: Correlacion de la expresion de proteinas en tejido tumoral

TUMOR PER1 PER2  PER3  CRY1 CRY2 BMAL1 NR1D2 CD44 CD133

-1
PER1 - 09
-08
e oo
- 06
PER3 - o
- 04
-03
-01
- 01
--03
--05
- 06
- -08
-1

Se observan numerosas diferencias en cuanto a como se correlacionan las proteinas del

reloj circadiano y los marcadores de CMCs en tejidos normales y tejidos tumorales.

En tejidos normales PER1 no se correlaciona con ninguna de las otras proteinas analizadas.
Sin embargo, en tumores esta relacién es positiva con CRY1 (R=0.254, P<0.0001) y CRY2 (R=0.474,
P<0.0001), es decir, cuando aumenta PER1 aumentan ambas. En cambio, la relacion se invierte

significativamente con BMAL1 (R= - 0.214, P=0.001), NR1D2 (R= - 0.201, P<0.001) y CD44 (R= -
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0.139, P=0.026), indicando que cuando PER1 aumenta BMAL1, NR1D2 y CD44 disminuyen, y

viceversa.

En el caso de PER2 en tejidos normales su relacién es positiva con CRY1 (R=0.443,

P<0.0001), NR1D2 (R=0.674, P<0.0001) y CD44 (R=0.239, aunque con un P=0.054), y en tejidos
tumorales, se mantiene la relacion positiva y ademas aparece correlacién con CRY2 (R=0.226,
P<0.0001) y BMAL1 (R=0.499, P<0.0001). En todos los casos cuando aumenta PER2 aumentan las

demas, encontrando ademads un coeficiente de correlacidn elevado entre PER2 y BMAL1.

PER3 tiene una correlacidn negativa elevada con BMAL1 (R=-0.535, P<0.0001) en tejidos

normales, mientras que en tejidos tumorales dicha correlacidn se pierde.

CRY1 en tejidos normales presenta una correlaciéon positiva con todas las proteinas,

siendo esta correlacién significativa y con un coeficiente que indica relacion de moderada a fuerte
para PER2 (ya descrito), NR1D2 (R=0.508, P<0.0001) y CD44 (R=0.312, P=0.012). Sin embargo, en
tejidos tumorales, aparece correlacion positiva con PER1 (ya descrito) y CRY2 (R=0.279, P<0.0001),
disminuye el efecto de la correlacién con PER2, y cambia el sentido de la correlacién con CD44 (R=

- 0.162, P=0.007), es decir, en tejidos normales cuando aumenta CRY1 lo hace también CD44

(R=0.312), y en tejidos tumorales cuando aumenta CRY1 disminuye CD44 (R= - 0.162).

CRY2 en tejidos normales no se correlaciona significativamente con ninguna de las

proteinas analizadas. Sin embargo, en tejidos tumorales, se correlaciona con PER1 (R=0.474,

P<0.000), PER2 (R=0.226, P<0.000) y CRY1 (R=0.279, P<0.000), asi como con BMAL1 (R=- 0.187,
P=0.003) y CD44 (R=- 0.167, P=0.007).

En tejidos normales encontramos que BMAL1 presenta correlacion negativa con PER3 (R=

- 0.535 y P<0.0001). En cambio, al analizar tejidos tumorales encontramos bastantes diferencias,

entre ellas destaca que aparece correlacion positiva con PER2 (R=0.499, P<0.000), NR1D2
(R=0.402, P<0.000) y CD44 (R=0.236, P<0.000). Por otro lado, aparece correlacién negativa con
PER1 (R=-0.214, P=0.001) y CRY2 (R=-0.187, P=0.003). Y, por ultimo, desaparece su relacidon con
PER3 (R=0.058, P>0.05).

En el caso de NR1D2 existe una fuerte correlacién positiva con PER2 (R=0.674, P<0.0001)

y CRY1 (R=0.508, P<0.0001) en tejidos normales. Sin embargo, en tejidos tumorales aparece

asociacion con BMAL1 (R=0.402, P<0.000), y ademas cambia el sentido de la correlaciéon con PER1
(R= - 0.201, P<0.001) y con CRY2 (R= -0.402, P<0.000, de modo que cuando NR1D2 sube en

tumores, BMAL1 aumenta, y PER1 y CRY2 bajan su expresion.
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Con CD44 también encontramos diferencias entre tejidos normales y tumorales. En
tejidos normales CD44 guarda relacién positiva con CRY1 (R=0.312, P=0.012). En tejidos
tumorales, aparece correlacion negativa con CRY2 (R=-0.167, P<0.007) y se invierte la correlacion
con PER1 (R=-0.139, P<0.023). Se mantiene su asociacidon positiva con PER2 (ya descrito) y NR1D2
(ya descrito), y es significativa su asociacion con BMAL1 (ya descrito). De entre todas las
diferencias encontradas destaca el cambio en la relacion que se produce entre CD44 y CRY1 en
tejidos normales y tumorales; en tejidos normales existe correlacidn positiva significativa
(R=0.312; P=0.012) y en tejidos tumorales se invierte la relacién y aparece una correlacién

negativa significativa (R=- 0.162; P=0.009).

4.2.5 Correlaciones entre las proteinas estudiadas. Diferencia entre tejido
tumoral de colon y recto.

Por otro lado, se compard también si existian diferencias en las correlaciones entre las
proteinas estudiadas en los tejidos tumorales de colon y tejidos tumorales de recto (Tabla 15 y

Tabla 16).

La mayoria de las correlaciones encontradas cuando analizamos ambos tipos de tumores
juntos, se mantienen cuando analizamos el tejido tumoral de colon y tejido tumoral de recto por
separado. Esto puede deberse al nUmero de casos de cada tipo de tejido, 213 casos de colon frente
a 45 casos de recto, por lo que los datos estaran muy condicionados por la expresion de las
proteinas en colon. Aun asi, encontramos ciertas diferencias entre las que destacaria la expresién

de CD44.

En tejido tumoral de recto, CD44 deja de ser significativa su correlacidon con PER1, CRY1,

CRY2, BMAL1 y NR1D2, y, sin embargo, la correlacién que encontramos en el analisis de ambos
tejidos entre CD44 y PER2 (R=0.133, P=0.033) parece deberse solo a los casos de recto (R=0.363,

P=0.015), ya que en los casos de tumores de colon deja de ser significativa.

Cuando analizamos PER1 solo tejido de colon, encontramos resultados similares al andlisis
de ambos tejidos juntos; la diferencia en tejido de recto es que deja de ser significativo la relaciéon
con BMAL1, NR1D2 y CD44, y, por el contrario, aparece como significativa la correlacién negativa
entre PER1 y CD133 (R= - 0.302, P=0.049); es decir, cuando aumenta la expresién CD133 en

tumores de recto, disminuye la expresion de PER1.

En el caso de PER3, no guardaba ninguna correlacidn significativa al analizar ambos
tejidos, y tampoco lo hace al analizar solo colon, pero si encontramos correlacion negativa elevada

entre PER3 y CRY2 (R=- 0.499, P=0.002) en tumores de recto.
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Con la expresion de CRY1 encontramos resultados similares en el andlisis de tejido tumoral

de colon y el analisis conjunto, pero desaparece la correlacidon negativa significativa con CD44-

CRY1 en tumores de recto.

Tabla 15: Correlacion de la expresion de proteinas en tejido tumoral de colon

COLON

PER1 = PER2 = PER3 = CRY1l | CRY2 BMAL1 NR1D2 (D44 CD133

PER1

PER2

PER3

CRY1

CRY2

BMAL1

NR1D2

CD44

CD133

Tabla 16: Correlacion de la expresion de proteinas en tejido tumoral de recto

RECTO PER1 =~ PER2 = PER3 = CRY1 @ CRY2 | BMAL1 NR1D2 CD44 CD133

- 08
- 08
PER2 - - o

PER3 -os
04
-03
.
- 01

] :
--01
i
-0,3
04

NR1D2

-
CD44 - -7
- -08

4.2.6 Relacion entre las proteinas centrales del reloj y los marcadores de
células madre en CCR.

Para determinar si exite ademas relacién entre las proteinas centrales del reloj y los
marcadores de células madre en CCR, de analizaron mediante la X?, la expresién alta o baja de
cada proteina teniendo en cuenta los puntos de corte dptimos en tumores, teniendo en cuenta
un nivel de significacién del 95% para el ensayo (Chi-cuadrado de Pearson/ Estadistico exacto de

Fisher). Los resultados detallados se muestran en Tabla 17.
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Al analizar la relacidn entre las proteinas del reloj y los marcadores de CMCs encontramos
relacién entre PER3, BMALL1 y NR1D2 con CD44, y en todos los casos, cuando disminuyen las
proteinas del reloj lo hace también CD44. Encontramos, sin embargo, que cuando hay un aumento
de CD133 disminuye la expresién de CD44 (P=0.009). Ninguna de las proteinas del reloj esta
asociada a CD133, aunque parece observarse una relacion entre CRY1 y CD133, sin llegar a ser

significativa (P=0.083).

Al realizar el mismo analisis solo en tumores de colon encontramos la misma asociacién y

ademas aparece relacionado PER3 con CD44 (P=0.026), cuando aumenta PER3 aumenta CD44.

En el tejido de recto, no obtenemos resultados significativos, ya que hay muy pocos casos

de tanto de CD133High y como CD44High los tumores de recto de nuestra cohorte.

Tabla 17: Relacion entre las proteinas centrales del reloj circadiano y los marcadores y CD44 y CD133

CD133 CDh44
Low /N (%) High/N (%) P? Low/N (%) High/N (%) p?
218 (88.4) 39 (15.2) 164 (64.1) 92 (35.5)

PER1
Low 88(83.0) 18 (17.0) ns 67 (62.6) 40 (37.4) ns
High 127 (85.8) 21(14.2) 95 (64.6) 52 (35.4)

PER2
Low 78(81.3) 18 (18.8) ns 73 (75.3) 24 (24.7) 0.003
High 138 (86.8) 21(13.2) 90 (56.6) 69 (43.4)

PER3
Low 197 (86.0) 32 (14.0) ns 150 (65.5) 79 (34.5) ns
High 20(74.1) 7 (25.9) 14 (51.9) 13 (48.1)

CRY1
Low 79(79.8) 20(20.2) ns 60 (60.6) 39 (39.4)) ns
High 137 (87.8) 19(12.2) 104 (65.8) 54 (34.2)

CRY2
Low 78 (88.6)) 10(11.4) ns 53 (60.2) 35 (39.8) ns
High 139 (82.7) 29(17.3) 111 (65.7) 58(34.3)

BMAL1
low 50(87.7) 7(123) ns  47(82.4) 10(17.5) 0.001
High 165 (83.8) 32(16.2) 113 (57.7) 83 (42.3)

NR1D2
Low 120(82.2) 26(17.8) ns 100 (68.5) 46(31.5) 0.049
High 97(882) 13(11.8) 61(56.5) 47 (43.5)

CDh44

Low 130(80.2) 32(19.8) 0.009
High 8(95.2) 7(7.5)

4.3 RELACION DE LAS PROTEINAS DEL RELOJ CIRCADIANO CENTRAL Y LOS
MARCADORES DE CMCS CON LAS VARIABLES CLINICOPATOLOGICAS EN
PACIENTES CON CCR.

Se estudid la relacion de las proteinas del reloj y los marcadores de células madre con las
variables clinico-patoldgicas conocidas de los pacientes. Se dicotomizaron las variables como

expresion alta o baja de las proteinas, de acuerdo a los puntos de corte determinados por la curva
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ROC, como se ha descrito en metodologia. También de categorizaron y dicotomizaron las variables
clinico-patolégicas: grado de diferenciacion, estadio del tumor T, N, M y estadio de la enfermedad

(TNM), como se detalla en la metodologia.

Se analizé la X2 para cada proteina del reloj con las variables clinico-patoldgicas,
teniendo en cuenta un nivel de significacién del 95% para el ensayo (Chi-cuadrado de Pearson/
Estadistico exacto de Fisher). Los resultados detallados se muestran en Tabla 18, Tabla 19 y

Tabla 20.

4.3.1 Relacion de la expresion de las proteinas con las variables
clinicopatoldgicas en los tumores colorrectales

Al analizar la expresidon de las proteinas en los tejidos de tumores colorrectales, se
encontré que la expresion de PER1 disminuye significativamente (P=0.020) en estadios avanzados

de la enfermedad (estadio lll y IV) frente a estadios tempranos de la misma (estadios | y II).

La expresidon baja de PER2 parece estar ligeramente asociado a la localizacidn del tumor,
expresandose menos en colon proximal que en colon distal y recto, aunque las diferencias no
llegan a ser significativas (P=0.062); su expresion es también menor en adenocarcinomas tipo
mucinoso, papilares y anillo de sello (P=0.001) y en tumores moderada y pobremente
diferenciados (P=0.008). Esta proteina se expresa con presencia de metastasis al diagndstico

(P=0.047). También disminuye la expresién de PER2 en mujeres (P=0.004).

La proteina PER3 solo aparece asociada al diagndstico (P=0.009), aumentando su

expresion en adenocarcinomas tipo mucinoso, papilares y anillo de sello.

Tabla 18: Relacion entre la expresion de las proteinas PER1, PER2 y PER3, y las caracteristicas clinico-patoldgicas en
tumores colorrectales
PER 1 PER2 PER3
Low /N (%) High/N (%) P? Low/N (%) High/N (%) P9 Low /N (%) High/N (%) P°

108(42.2) 148 (57.8) 97(37.9) 159 (62.1) 231(89.5)  27(10.5)
Edad
<71afios 63(44.1) 80(55.9) ns 57(39.9) 86(60.1) ns 127(88.2) 17(11.8) ns
>71afios 45(39.8) 68(60.2) 40 (35.4) 73 (64.6) 104 (91.2) 10 (8.8)
Sexo
Hombre 60(39.0) 94 (61.0) ns 47 (30.7) 106 (69.3) 0.004 136(88.3) 18(11.7) ns
Mujer 48 (47.1)  54(52.9) 50 (48.5) 53 (51.5) 95 (91.3) 9(8.7)
Organo
Colon 84(39.8) 127(60.2) ns 82(38.7) 130(61.3) ns 189 (89.2) 23(10.8) ns
Recto 24 (53.3) 21(46.7) 15(34.1) 29 (65.9) 42 (91.3) 4(8.7)
Localizacién
C.Proximal 39(35.1) 72(64.9) ns 51(45.9) 60(54.1) 0.062 99(89.2) 12 (10.8) ns
C. Distal 45(45.0)  55(55.0) 31(30.7) 70(69.3) 90 (89.1) 11 (10.9)
Recto 24(53.3) 51(46.7) 15(34.1) 29 (65.9) 42 (91.3) 4(8.7)
Diagnéstico
Adenoc.© 91 (43.8) 117 (56.3) ns 69 (33.0) 140(67.0) 0.001 193(91.9) 17 (8.1) 0.009
Otros¢ 17(35.4) 31(64.6) 28 (59.6) 19 (40.4) 38(79.2) 10 (20.8)
G.D.®
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Bien 41(46.6) 47(53.4) ns 23(26.4) 64(73.6) 0.008 79 (89.8) 9(10.2) ns

Mod-Pobre 67 (40.1) 100 (59.9) 73 (43.5) 95 (56.5) 151(89.3) 18(10.7)
T
T1-T2 11(33.3) 22 (66.7) ns 10 (30.3) 23 (69.7) ns 32(97.0) 1(3.0) ns
T3-T4 97 (43.5) 126 (56.5) 87(39.0) 136 (61.0) 199 (88.4) 26(11.6)
N
NO 50(37.0) 85(63.0) ns  46(34.1) 89 (65.9) ns  123(90.4) 13(9.6) ns
N1-N2 58(47.9) 63 (52.1) 51(42.1) 70(57.9) 108 (88.5) 14 (11.5)
M
MO 81(39.3) 125(60.7) ns  73(35.3) 134(64.7) 0.047 185(88.5) 24 (11.5) ns
M1 24(52.2) 22 (47.8) 23 (51.1) 22 (48.9) 42 (93.3) 3(6.7)
Estadio
Estadio -1l 42(34.4) 80(65.6) 0.020 41(33.3) 82(66.7) ns  111(89.5) 13(10.5) ns
Estadio lll- IV 64 (48.9) 67 (51.1) 55(42.3)  75(57.7) 117(89.3) 14 (10.7)

a: x2 Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacién. ¢: Adenocarcinoma (M8140/3): d: Adenocarcinoma con
componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no significativo

No se ha encontrado asociacién de CRY1 con ninguna variable clinico-patolégica. Y en el
caso de CRY2 solo guarda relacidn con el sexo, con menor expresién en mujeres (P=0.044) que en

hombres.

BMALI1 guarda relacion con el sexo, se expresa menos en mujeres (P=0.045), asi como con
el diagnéstico, donde su expresién también disminuye en adenocarcinomas tipo mucinoso,
papilares y anillo de sello (P=0.001). Esta proteina también se relaciona con el estadio tumoral, asi
como con el TNM, reduciéndose su expresion conforme aumenta la invasividad del tumor (T4)
(P<0.0001), discriminando la presencia de metastasis al diagndstico (P=0.010). Esta por tanto

asociado, al estadio de la enfermedad (P=0.034).

Tabla 19: Relacion entre la expresion de las proteinas CRY1, CRY2 y BMAL1, y las caracteristicas clinico-patoldgicas en
tumores colorrectales

CRY1 CRY2 BMAL 1
Low /N (%) High/N (%) P? Low/N(%) High/N(%) P Low/N (%) High/N (%) p?
99 (38.5) 158(61.5) 88(34.1) 170(65.9 58(22.7) 197 (77.3)
Edad
<7lafios 61(42.4) 83(57.6) ns 53(36.8) 91(63.2) ns 38 (26.6) 105 (73.5) ns
>71afios 38(33.6) 75(66.4) 35(30.7)  79(69.3) 20(17.9) 92(82.1)
Sexo
Hombre 57(30.0) 97 (63.0) ns 45(29.2) 109(70.8) 0.004 28(18.4) 124(81.6) 0.045
Mujer 42 (40.8)  61(59.2) 43(413) 61(58.7) 30(29.1)  73(70.9)
Organo
Colon 82(38.7) 130(61.3) ns 71(33.3) 142 (66.7) ns 48 (22.9) 162 (77.1) ns
Recto 17(37.8) 28(62.2) 17 (37.8)  28(62.2) 10(22.2)  35(77.8)
Localizacion
C. Proximal 41 (36.9) 70 (63.1) ns 40 (35.7) 72 (64.3) ns 30 (27.0) 81 (73.0) ns
C.Distal 41(40.6) 60 (59.4) 31(30.7) 70(69.3) 18 (18.2) 81(81.8)
Recto 17 (37.8) 28 (62.2) 17 (37.8)  28(62.2) 10(22.2) 35(77.8)
Diagnéstico
Adenoc.¢ 77 (36.7) 133 (63.3) ns 74 (35.2) 136 (64.8) ns 38(18.4) 169 (81.6) 0.001
Otros?® 22 (46.8) 25 (53.2) 14 (29.2) 34 (70.8) 20(41.7)  28(58.3)
G.D.*
Bien 32(36.4) 56(63.6) ns 28 (31.8) 60 (68.2) ns 18(20.9) 68(79.1) ns
Mod-Pobre 67 (36.9) 101 (60.1) 60 (35.5) 109 (64.5) 39(23.2) 129(76.8)
T
T1-T2 11(33.3) 22 (66.7) ns 13(39.4) 20(60.6) ns 4(12.1) 29 (87.9) ns
T3-T4 88(39.3) 136 (60.7) 75(33.3) 150(66.7) 54 (24.3) 168 (75.7)
N

NO 47(34.8) 88(652) ns  41(304) 94(69.6) ns  25(18.7) 109(81.3) ns
N1-N2 52(42.6) 70 (57.4) 47(382) 76 (61.8) 33(27.3) 88(72.7)
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M
MO 75(36.1) 133(63.9) ns 69 (33.0) 140(67.0) ns 41(19.9) 165(80.1) 0.010
M1 21(46.7) 24(53.3) 17 (37.8) 28 (62.2) 17 (37.8)  28(62.2)
Estadio
Estadio -1l 41(33.3) 82 (66.7) ns 36(29.3) 87(70.7) ns 21(17.2) 101(82.8) 0.034
Estadio Ill- IV 55(40.2) 76 (58.0) 51(38.6) 81(61.4) 37(28.5)  93(71.5)

a: x? Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacién. c: Adenocarcinoma (M8140/3): d: Adenocarcinoma con
componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no significativo

También encontramos que, NR1D2 parece estar ligeramente asociado al diagnéstico del

tumor, expresandose menos en adenocarcinomas tipo mucinoso, papilares y anillo de sello,

aungque sin llegar a ser significativo (P=0.073).

Finalmente, la expresién de CD44 no se encuentra asociado a ninguna variable clinico-

patoldgica, y CD133 se encuentra relacionado con el sexo, disminuyendo su expresién en mujeres

(P=0.017) y con el grado de diferenciacion del tumor, expresandose menos en tumores moderada

y pobremente diferenciados (P=0.013).

Tabla 20: Relacion entre la expresion de las proteinas NR1D2, CD44 y CD133, y las caracteristicas clinico-patoldgicas

en tumores colorrectales

NR1D2 CD44 CD133
Low /N High /N . Low /N High /N pe Low /N High /N pe
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
157 (52.7) 110 (42.8) 164 (63.8) 93 (36.2) 219 (84.9) 39(15.1)
Edad
<71afios 85(59.4) 58 (40.6) ns 91(63.2) 53(36.8) ns 124(86.7) 19(13.3) ns
>71afios 62(54.4) 52 (45.6) 73 (64.6) 40(35.4) 95 (82.6) 20(17.4)
Sexo
Hombre 88(57.1) 66 (42.9) ns 101(65.6) 53(34.4) ns 124(80.5) 30(19.5) 0.017
Mujer 59 (57.3) 44 (42.7) 63 (61.2) 40(38.8) 95 (91.3) 9(8.7)
Organo
Colon 122 (57.5) 90 (42.5) ns 136(64.2) 76(35.8) ns 179(83.6) 35(16.4) ns
Recto 25(55.6) 20 (44.4) 28 (62.2) 17(37.8) 40 (90.9) 4(9.1)
Localizacion
C. Proximal 69(61.6) 43(34.8) ns 73(65.8) 38(34.2) ns 90(79.6) 23(20.4) ns
C. Distal 53(53.0) 47(47.0) 63 (62.4) 38(37.6) 89(88.1) 12(11.9)
Recto 25 (55.6) 20 (44.4) 28(62.2) 17(37.8) 40(90.9)  4(9.1)
Diagnéstico
Adenoc. ¢ 114 (54.5) 95 (45.5) ns 130(61.9) 80(38.1) ns 177 (84.3) 33(15.7) ns
Otros? 33(68.8) 15(31.3) 34(72.3) 13(27.7) 42 (87.5) 6(12.5)
G.D.?
Bien 44 (50.0) 44 (50.0) ns 54(61.4) 34(38.6) ns 67(77.0) 20(23.0) 0.013
Mod-Pobre 102 (60.7) 66 (39.3) 109 (64.9) 59 (35.1) 151 (88.8) 19(11.2)
T
T1-T2 17(51.5) 16(48.5) ns 19(57.6) 14(424) ns 30(90.9)  3(9.1) ns
T3-T4 130(58.0) 94 (42.0) 145 (64.7) 79 (35.3) 189 (84.0) 36 (16.0)
N
NO 79(58.1) 57(41.9) ns 81(60.0) 54 (40.0) ns 112(81.8) 25(18.2) ns
N1-N2 68(56.2) 53 (43.8) 83(68.0) 39(32.0) 107 (88.4) 14 (11.6)
M
MO 120 (58.0) 87 (42.0) ns 128(61.5) 80(38.5) ns 177(85.1) 31(14.9) ns
M1 26(56.5) 20 (43.5) 34 (75.6) 11 (24.4) 40(87.0) 6(13.0)
Estadio
Estadiol -1l 73 (59.3) 50 (40.7) ns 73(59.3) 50 (40.7) ns 102 (82.3) 22(17.7) ns
Estadio lll- IV 73 (55.7) 58 (44.3) 89 (67.9) 42(32.1) 116 (88.5) 15 (11.5)

a: x2 Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacion. ¢: Adenocarcinoma (M8140/3): d: Adenocarcinoma con
componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no significativo
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4.3.2 Relacion de la expresion de las proteinas con las variables
clinicopatoldgicas. Diferencias entre tumores de colon y recto.

Se ha estudiado también la expresion de las proteinas y su relacién con las variables
clinico-patoldgicas cuando se analizan por separado tumores de colon y tumores de recto,
encontrando diferencias para la expresion de algunas proteinas entre ambos tejidos (Tabla 21,

Tabla 22, Tabla 23 y Tabla 24).

Aunque algunos resultados podrian ser explicados por el menor niumero de casos de
tumores de recto en la cohorte de estudio, para algunas proteinas se encuentran diferencias que
hacen pensar que si se hiciese el analisis con una N similar se obtendrian resultados mas

significativos.

Destaca la diferencia que encontramos en cuanto a la expresion de PER1 en este andlisis,
ya que, cuando se analizaron ambos tipos de tumores juntos, no se encontrd relacion de PER1 con
las variables clinico-patoldgicas, y, sin embargo, al analizar por separado los tumores de colon y
recto, se observan diferencias significativas en cuanto la presencia de metdastasis al diagndstico.

Ademas, encontramos que, en los tumores de colon la expresién de PER1 disminuye en presencia

de metastasis (P=0.003) mientras que en los tumores de recto la expresion de PER1 aumenta

(P=0.022). Observamos lo mismo cuando analizamos el estadio de la enfermedad: la expresion
de PER1 disminuye a medida que avanza el estadio del tumor en colon cuando analizamos T1+2
frente a T3+4 (P=0.027), y, por el contrario, su expresidon aumenta en estadios avanzados de recto

(P=0.055), asi como cuando estudiamos la invasion del tumor, T1+2+3 frente a T4 (P=0.022).

En el caso de PER2 encontramos diferencias en su relacién con el sexo, disminuye la
expresion en mujeres con tumores de colon (P=0.002), mientras que no lo hace cuando presentan
tumores de recto (P=0.908); analizados ambos tejidos la significacién era similar (P=0.004).
También existen diferencias en la localizacidn del tumor, siendo mayor la expresién en tumores
de colon distal, frente a tumores en colon proximal (P=0.023), con unos porcentajes de expresion
en colon distal similares al recto, lo que indica que PER2 discrimina entre colon proximal frente a
colon distal y recto. Se observan también diferencias en cuanto a diagndstico; su expresion
disminuye en carcinomas mucinosos (P=0.006) en colon y en recto (P=0.039). La expresidn de
PER2 disminuye con el grado de diferenciacién en colon, expresandose menos tumores
moderados y pobremente diferenciados (P=0.020), mientras que en tumores de recto no hay
diferencias en este sentido. Y en cuanto a su relacidon con las metastasis es mas significativo

analizando solo colon (P=0.017) que ambos tipos de tumores (P=0.047) puesto que en recto no
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guarda ningun tipo de relacion (P=1.000). Es decir, la relacién que se observa con baja expresion

de PER2 con sexo, grado de diferenciacién y presencia de metdstasis al diagndstico, solo aparece

o se debe a los tumores de colon incluidos en el analisis.

Tabla 21: Relacidn entre la expresion de las proteinas PER1 y PER2 con las caracteristicas clinico-patoldgicas.
Diferencia entre tumores de colon y recto.

PER1 PER1 PER 2 PER 2
Colon Recto Colon Recto
Low /N High /N pe Low/N  High/N pa Low /N High /N pe Low/N  High/N pa
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
84 (39.8) 127 (60.2) 24 (53.3) 21(46.7) 82(38.7) 130 (61.3) 15 (34.1) 29 (65.9)
Edad
<71afios 47(40.5) 69(59.5) ns 16(59.3) 11(40.7) ns 49(41.9) 68(58.1) ns 8(30.8) 18(69.2) ns
>71afios 37(38.9) 58 (61.1) 8(44.4) 10 (55.6) 33(34.7) 62(65.3) 7(38.9) 11(61.1)
Sexo
Hombre 46 (35.7) 83(64.3) ns 14 (56.0) 11(44.0) ns 39(30.2) 90(69.8) 0.002 8(33.3) 16(66.7) ns
Mujer 38 (46.3) 44 (53.7) 10 (50) 10 (50) 43 (51.8) 40(48.2) 7 (35.0) 13 (65.0)
Diagnostic

o
Adenoc.© 69(41.1) 99(58.9) ns 22(55.0) 18(45.0) ns 58(34.1) 112(65.9) 0.006 11(28.2) 28(71.8) 0.039
Otros® 15(34.9) 28(65.1) 2(40.0) 3(60.0) 24 (57.1) 18 (42.9) 4(80.0) 1(20.0)
G.D.®
Bien 32(45.1) 39(54.9) ns 9(52.9) 8(47.1) ns 18(25.4) 53(74.6) 0.006 5(31.3) 11(68.8) ns
Mod- 52 (37.4) 87(62.6)

e 15(53.6) 13 (46.4) 63(45.0) 77 (55.0) 10(35.7) 18 (64.3)
=
TIT2 7(269) 19(73.1) ns 4(57.1) 3(42.9) ns 8(30.8) 18(69.2) ns 2(28.6) 5(71.4) ns
T3-T4 77 (41.6) 108 (58.4) 20(52.6) 18 (47.4) 74(39.8) 112 (60.2) 13(35.1) 24 (64.9)
N
NO 42(365) 73(63.5 ns 8(40.0) 16(60.0) ns 43(37.4) 72(626) ns  3(150) 17(85.0) 0.015
N1-N2 42 (43.8) 54 (56.3) 16 (64.0) 9(36.0) 39(40.2) 58 (59.8) 12 (50.0) 12 (50.0)
M
MO 60(34.7) 113 (65.3) 0.003 21(63.6) 12(36.4) 0.022 62(35.4) 113 (64.6) 0.017 11(34.4) 21(65.6) ns
M1 21(61.8) 13(38.2) 3(25.0) 9(75.0) 19(57.6) 14 (42.4) 4(333) 8(66.7)
=
EStadiO'I] 34(321) 72(679) 4y, 8GO0 8GO o og355) 69(645) ns  3(18.8) 13(813) ns
Estadi?w 48(47.1) 54 (52.9) 16 (55.2) 13 (44.8) 5322 59(578) 12429) 16(57.0)

a: x? Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacidn. c: Adenocarcinoma (M8140/3): d:
Adenocarcinoma con componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no
significativo

Para la proteina PER3 encontramos pocas diferencias entre tumores de colon y tumores
de recto; en colon aumenta la expresion con el diagndstico adenocarcinoma mucinoso, papilar,
medular y anillo de sello (P=0.026), mientras que, en recto, aunque la expresién aumenta
ligeramente no es significativo. Se encuentran mas expresién de esta proteina en relacion al
diagndstico cuando se analizan los dos tejidos (colon y recto) juntos (P=0.009), pero no cuando se

hace el analisis por separado.

En el caso de CRY1 tampoco se encuentran diferencias significativas, y CRY2 no se
relaciona con las variables clinico-patoldgicas estudiadas, al analizar por separado tumores de

colon y tumores de recto, al igual que en el estudio de ambos tumores juntos.
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Tabla 22: Relacidn entre la expresion de las proteinas PER3 y CRY1 con las caracteristicas clinico-patoldgicas.
Diferencia entre tumores de colon y recto.

PER3 PER3 CRY1 CRY1
Colon Recto Colon Recto
Low / N (%) High /N (%) P? Low /N (%)High /N (%) P? Low /N (%) High /N (%) pP? Low /N (%)High /N (%) p?
189 (89.2) 23 (10.8) 42(91.3) 4(8.7) 82(38.7) 130(61.3) 17 (37.8) 28(62.2)
Edad
<71 afios 101 (87.1) 15(12.9) ns 26(92.9) 2(7.1) ns 49(41.9) 68(51.8) ns 12(44.4) 15(56.6) ns
>71afios 88(91.7) 8(8.3) 16 (88.9) 2 (11.1) 33(34.7) 63 (65.3) 5(27.8) 13(72.2)
Sexo
Hombre 112 (87.5) 16 (12.5) ns 24(92.3) 2(7.7) ns 46(35.7) 83(64.3) ns 11(40.0) 14(56.0) ns
Mujer 77 (91.7)  7(8.3) 18 (90.0) 2 (10.0) 36(43.4) 47 (56.6) 6(30.0) 14 (70.0)
Diagnéstico
Adenoc. ¢ 155(91.7) 14(8.3) 0.026 38(92.7) 3(7.3) ns 62(36.5) 108(63.5) ns 15(37.5) 25(62.5) ns
Otros? 34(79.1) 9(20.9) 4(80.0) 1(20.0) 20 (47.6) 22(52.4) 2 (40.0) 6 (60.0)
G.D.®
Bien 62(87.3) 9(12.7) ns 17(100.0) 0(0.0) ns 25(352) 46(64.8) ns 7(41.2) 10(58.8) ns
Mod-Pobre 126 (90.0) 14 (10.0) 25(86.2) 4(13.8) 57 (40.7) 83 (59.3) 10(35.7) 18 (64.3)
T
T1-T2 26(100.0) 0(0.0) ns 6(857) 1(143) ns 7(269) 19(73.1) ns 4(57.1) 3(429) ns
T3-T4 163 (87.6) 23(12.4) 36(92.3) 3(7.7) 75(40.3) 111(59.7) 13 (34.2) 25(65.8)
N
NO 104 (90.4) 11 (9.6) ns 19(90.5) 2(9.5) ns 39(33.9) 76(66.1) ns 8(40.0) 12(60.0) ns
N1-N2 85(87.6) 12 (12.4) 23(92.0) 2(8.0) 43(44.3) 54(55.7) 9(36.0) 16 (64.0)
M
MO 155 (88.6) 20(11.4) ns 30(88.2) 4(11.8) ns 62(35.4) 113(64.6) ns 13(39.4) 20(60.6) ns
M1 30 (90.9) 3(9.1) 12 (100.0) 0(0.0) 17 (51.5) 16 (48.5) 4(33.3) 8(66.7)
T
Estadio -1l 96(89.7) 11(10.3) ns 15(88.2) 2(11.8) ns 35(32.7) 77(67.3) ns 6(37.5) 10(62.5) ns
Estadio Il - IV 90 (88.2) 12 (11.8) 27(93.1) 2(6.9) 44 (43.1) 58(56.9) 11(37.9) 18(62.1)

a: X2 Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacién. c: Adenocarcinoma (M8140/3): d:
Adenocarcinoma con componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no
significativo
BMAL1 se relaciona con el sexo cuando analizamos ambos tipos de tumores (P=0.045)

pero esta relacion es mayor cuando analizamos solo tumores de colon (P=0.002), y, ademas, en

tumores de recto parece que la relacidn se invierte, es decir, se expresa mas en mujeres, aunque

sin llegar a ser significativo (P=0.147). De igual forma, la relacidn que se observa con el diagnéstico
se debe a los casos con tumores de colon, y, la expresién disminuye en adenocarcinomas
mucinosos, papilares, medulares y anillo de sello (P<0.0001), mientras que no se observa relacidn
en tumores de recto e incluso parece que la tendencia también se invierte, aumentando la
expresion de BMAL1 tumores con peor prondstico. Igualmente, la relacién con el TNM,
especialmente grado de invasion T, desde T1 a T4 (P<0.0001) (no mostrado en la tabla),
metastasis al diagndstico M (P=0.005) y estadio de la enfermedad (P=0.018) se observa solo en

colon, desapareciendo en tumores de recto.

En NR1D2 la asociacién que encontramos entre una disminucion de la expresion de la
proteina y el grado de diferenciacion, disminuyendo en los tumores menos diferenciados
(P=0.032) y se pierde en tumores de recto. Otra diferencia es que, parece observarse, aunque sin
llegar a ser significativo, que en colon la expresién de NR1D2 disminuye cuando hay metdstasis y

en recto aumenta.
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Tabla 23: Relacidn entre la expresion de las proteinas BMAL1 y NR1D2 con las caracteristicas clinico-patoldgicas.
Diferencia entre tumores de colon y recto.

BMAL1 BMAL1 NR1D2 NR1D2
Colon Recto Colon Recto
L°E’;'/§N Hi‘(;;)/ N P" Low/ N (%)High /N (%) P° Low /N (%) High/N (%) P°  Low/N (%) High/N (%) P°
48(22.9) 162 (77.1) 10(22.2) 35(77.5) 122 (57.5) 90 (42.5) 25(55.6) 20 (44.4)
Edad
<71afios 30(25.9) 86(74.1) ns 8(29.6) 19(70.4) ns 69(59.5) 47(40.5) ns 16 (59.3) 11(40.7) ns
> 71 afios 18 (19.1) 76 (80.9) 2(11.1) 16(88.9) 53(55.2) 43 (44.8) 9(50.0)  9(50.0)
Sexo
Hombre 20 (15.7) 107 (84.3) 0.002 8(32.0) 17(68.0) ns 74(57.4) 55(42.6) ns 14 (56.0) 11(44.0) ns
Mujer 28 (33.7) 55 (66.3) 2(10.0) 18(90.0) 48(57.8) 35 (42.2) 11(55.0) 9 (54.0)
Diagnéstico
Adenoc. © 29 (17.4) 138(82.6) 0.000 9(22.5) 31(77.5) ns 92(54.4) 77(456) ns 22(55.0) 18(45.0) ns
Otros ¢ 19 (44.2) 24 (55.8) 1(20.0) 4 (80.0) 30(69.8) 13(30.2) 3(60.0) 2 (40.0)
G.D.b
Bien 13 (18.6) 57(81.4) ns 5(31.3) 11(68.8) ns 34(47.2) 38(52.8) 0.032 24(56.0) 19(44.0) ns
Mod-Pobre 34 (24.5) 105 (75.5) 5(17.2) 24(82.8) 87 (62.6) 52(37.4) 1(50.0)  1(50.0)
T
T1-T2 3(11.5) 23(885) ns 1(14.3) 6(85.7) ns 14(53.8) 12(46.2) ns 3(429) 4(57.1) ns
T3-T4 45 (24.5) 139 (75.5) 9(23.7) 29(76.3) 108 (58.1) 78 (41.9) 22(57.9) 16 (42.1)
N
NO 21(18.6) 92(81.4) ns 4(19.0) 17(81.0) ns 67(58.3) 48(41.7) ns 12(57.1) 9(42.9) ns
N1-N2 27 (27.8) 70(72.2) 6(25.0) 18(75.0) 55(56.7) 42 (43.3) 13 (54.2) 11 (45.8)
M
MO 34 (19.7) 139 (80.3) 0.005 7(21.2) 26(78.8) ns 100(57.5) 74(42.5) ns 20(60.6) 13(39.4) ns
M1 14 (42.4) 19 (57.6) 3(25.0) 9(75.0) 21(61.8) 13(38.2) 5(41.7)  7(58.3)
T
Estadio |- 1l 18 (17.1) 87(82.9) 0.037 3(17.6) 14(82.4) ns 62(58.5) 44(415) ns 11(64.7) 6(35.5) ns
Estadio Ill - IV 30 (29.4) 72 (70.6) 7(25.0) 21(75.0) 59 (57.3) 44 (42.7) 14 (50.0) 14 (50.0)

a: X2 Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacion. c: Adenocarcinoma (M8140/3): d:
Adenocarcinoma con componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no
significativo

En cuanto a CD44 no encontramos muchas diferencias significativas cuando analizamos
ambos tipos de tumores o cuando hacemos el analisis de cada uno de ellos por separado. Solo
destacan diferencias entre el sexo en tumores rectales, donde encontramos que CD44 aumenta
su expresion en mujeres (P=0.033), y la presencia de metastasis al diagndstico en tumores de
colon donde CD44 disminuye (P=0.023). Aunque no llega a ser significativo, también parece que,
en los casos de colon, la expresidon de CD44 disminuye en adenocarcinomas mucinosos, papilares
y medulares (P=0.069), disminuye con el grado de invasién del tumor (P=0.075) y con el estadio

avanzado de la enfermedad (P=0.085)

CD133 se expresa menos en mujeres con tumores de colon (P=0.011), disminuye en
tumores menos diferenciados (P=0.016) y parece disminuir con la presencia de ganglios afectados
en el momento del diagndstico sin llegar a ser significativo (P=0.062). No es significativo para

ninguna variable en tumores de recto.
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Tabla 24: Relacidn entre la expresion de las proteinas CD44 y CD133 con las caracteristicas clinico-patoldgicas.
Diferencia entre tumores de colon y recto

CD44 CD44 CD133 CD133
Colon Recto Colon Recto

Low/N High/N pa o, High/N pa  lLow/N High/N pa Low/N High/N pa
) tow /N %) %) w8
136 (64.2) 76(35.8) 28 (62.2) 17(37.8) 179 (83.6) 35 (16.4) 40 (95.2) 2(4.8)
Edad
<71afios 72 (61.5) 45(38.5) ns 19(70.4) 8(29.6) ns 100(85.5) 17(14.5) ns 24(92.3) 2(7.7) ns
> 71 afios 64 (67.4) 31 (32.6) 9(50.0) 9(50.0) 79 (81.4) 18 (18.6) 16 (88.9) 2(11.1)
Sexo
Hombre 82 (63.6) 47(36.4) ns 19(76.0) 6(24.0) 0.033 102 (78.5) 28 (21.5) 0.011 22 (91.7) 2(83) ns
Mujer 54 (65.4) 29 (34.9) 9(45.0) 11 (55.0) 77 (91.7) 7(8.3) 18 (90.0) 2(10.0)
Diagnéstico
Adenoc. €104 (61.2) 66 (38.8) ns 26(65.0) 14(35.0) ns 142(83.0) 29(17.0) ns 35(89.7) 4(10.3) ns
Otros ¢ 32 (76.2) 10 (23.8) 2(40.0) 3(60.0) 37(86.0) 6(14.0) 5(100.0) 0(0.0)
G.D.®
Bien 44 (62.0) 27 (38.0) ns 10(58.8) 7(41.2) ns 54(75.0) 18(25.0) ns 13(86.7) 2(13.3) ns
Moderado 71 (62.8) 42 (37.2) 16 (61.5) 10 (38.5) 100 (87.7) 14 (12.3) 25(92.6) 2(7.4)
Pobre 20(74.1) 7(25.9) 2 (100.0) 0(0.0) 24 (88.9) 3(11.1) 2(100.0) 0(0.0)
G.D.®
Bien 44 (62.0) 27(38.0) ns 10(58.8) 7(41.2) ns 54(75.0) 18(25.0) 0.016 13(86.7) 2(13.3) ns
Mod-Pobre 91 (65.0) 49 (35.0) 18 (64.3) 10(35.7) 124 (87.9) 17 (12.1) 27(93.1) 2(6.9)
T
T1-T2 14 (53.8) 12(46.2) ns 5(71.4) 2(28.6) ns 24(92.3) 2(7.7) ns 6(85.7) 1(143) ns
T3-T4122 (65.5) 64 (34.4) 23(60.5) 15 (39.5) 155 (82.4) 33 (17.6) 34(91.9) 3(8.1)
N
NO 69 (60.0) 46 (40.0) ns 12 (60.0) 8(40.0) ns 92(79.3) 24(20.7) 0.062 20(95.2) 1(4.8)
N1-N2 67 (69.1) 30 (30.9) 16 (64.0) 9(36.0) 87(88.8) 11(11.2) 20(87.0) 3(13.0)
M
MO0107 (61.1) 68(38.9) 0.023 21(63.6) 12(36.4) ns 148(84.1) 28(15.9) ns 29(90.6) 3(9.4) ns
M1 27 (81.8) 6(18.2) 7 (58.3) 5(41.7) 29 (85.3) 5(14.7) 11(91.7) 1(8.3)
T
Estadio | - Il 64 (59.8) 43(40.2) ns 9(56.3) 7(43.8) ns 86(80.4) 21(19.6) ns 16(94.1) 1(5.9) ns
Estadio Ill - 70 (68.6) 32 (31.4) 19 (65.5) 10(34.5) 92 (88.5) 12 (11.5) 24 (88.9) 3(11.1)
\%

a: X2 Pearson o estadistico exacto de Fisher; b: Grado de diferenciacion. c¢: Adenocarcinoma (M8140/3): d:
Adenocarcinoma con componente mucinoso. papilar. medular (M8140/3: M8480/3; M8260/3; M8510/3); ns: no
significativo
4.3.3 Relacion de la expresion de las proteinas con la metastasis al
diagnadstico

Uno de los principales retos en el manejo de los pacientes diagnosticados de CCR es la
deteccion de aquellos que sufrirdn una recaida temprana y que podrian beneficiarse de un
tratamiento quimioterdpico adyuvante personalizado. Sin embargo, algunas de las metastasis en
el momento del diagndstico son dificilmente detectables mediante las herramientas de
diagndstico actuales (pruebas de imagen). Por ello, uno de los puntos de mayor interés puede ser
disponer de marcadores que indiquen una mayor o menor probabilidad de que existan dichas
metadstasis en el momento del diagndstico dificilmente detectables, también llamadas “metastasis

subclinicas”.

El efecto que pueden tener las distintas variables con respecto a la aparicion de metdstasis
en el momento del diagndstico se determiné mediante un andlisis de regresién logistica binaria.

De acuerdo al modelo generado (Tabla 25), las variables que mas influyen en la aparicién de
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metastasis al diagndstico son la presencia de ganglios linfaticos afectados (N1+N2, OR= 4.3,
P>0.0001) y la pérdida de expresiéon de BMAL1 (OR=0.44, P=0.032), es decir, cuando disminuye la

expresion de BMAL1 aumenta la probabilidad de que haya metdstasis al diagndstico (OR=2.26).

Tabla 25: Regresion logistica binaria metdstasis al diagndstico en todos los tumores

Metastasis al diagnoéstico

Variables independientes OR (95% ClI) p Valor
Intercepcion 0.001

Edad (>71 vs <71) 1.02 (0.50; 2.09) 0.948
Sexo (hombre vs. mujer) 0.76 (0.38; 1.53) 0.445
Organo (recto vs. colon) 1.81(0.80; 4.06) 0.153
Diagnéstico (otros vs. Adenoca.) 0.84 (0.35; 2.05) 0.704
Grado diferenciacion  (M+P vs B) 1.00(0.47; 2.16) 0.995
N (N1+N2 vs. NO) 4.30 (2.00; 9.25) 0.000
BMAL1 (high vs. low) 0.44 (0.21; 0.93) 0.032

* El modelo (conjunto de variables independientes) es significativo (P=0.001), explica entre el 0,097 (R
cuadrado de Cox y Snell) y el 0,159 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metastasis al diagndstico),
y clasifica correctamente el 81.6% de los casos.

Al realizar el mismo analisis diferenciando tumores de colon y tumores de recto, se
observa que, en tumores de colon, ademas de la presencia de ganglios afectados (OR=5.86, P>
0.0001) y la disminucidn de la expresion de BMAL1 (OR=0.37, P=0.031) también aumenta la

probabilidad de existencia de metdstasis al diagndstico la pérdida de expresidn de PER1 (OR=0.38,

P=0.038).
Tabla 26: Regresion logistica binaria metdstasis al diagndstico. Tumores de colon
Metastasis al diagnodstico
COLON

Variables independientes OR (95% Cl) p Valor

Intercepcion <0.0001
Edad (>71 vs <71) 1.67 (0.69;4.15) 0.254
Sexo (hombre vs. mujer) 1.06 (0.44; 2.55) 0.901
Grado Difer. (M+P vs B) 2.10(0.77; 5.74) 0.148
N (N1+N2 vs. NO) 5.86 (2.22; 15.21) 0.000
PER1 (high vs. Low) 0.26 (0.11; 0.63) 0.003
BMAL1 (high vs. low) 0.37 (0.15; 0.91) 0.031

* COLON: El modelo (conjunto de variables independientes) es significativo (P=0.004), explica entre el 0.157
(R cuadrado de Cox y Snell) y el 0.267 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metastasis al diagndstico),
y clasifica correctamente el 85.3% de los casos.

Sin embargo, en el analisis de tumores de recto, deja de tener impacto sobre el riesgo de
presentar metastasis al diagndstico la expresion de BMAL1 y se incrementa la influencia de PER1

(OR=12.47, P=0.009), con un aumento de riesgo a medida aumenta la expresion de PER1. En

tumores de colon ocurre lo contrario, de modo que la probabilidad de existencia de metastasis al
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diagndstico aumenta con PER1Low, Y €n tumores de recto la probabilidad aumenta con PER1High.
El intervalo de confianza (IC) en tumores de recto es alto debido al nimero de casos. Si embargo,
el resultado indica que la expresidon de PER1 esta relacionado con la presencia de metastasis al

diagnéstico y de manera muy diferente en cada tejido.

Tabla 27: Regresion logistica binaria metdstasis al diagndstico. Tumores de recto

Metastasis al diagnéstico

RECTO (modelo a)
Variables independientes OR (95% Cl) p Valor
Intercepcion 0.003
Edad (>71 vs <71) 0.27 (0.40;1.80) 0.175
Sexo (hombre vs. mujer) 0.64 (0.12;3.59) 0.614
Grado Difer. (M+P vs B) 0.31(0.58;1.69) 0.176
N (TNM) (N1+N2 vs. NO) 4.43 (0.70;28.10) 0.114
PER1 (high vs. Low) 12.47 (1.87;83.17) 0.009

* RECTO: El modelo (conjunto de variables independientes) es significativo (P=0.003), explica entre el 0.261 (R cuadrado
de Cox y Snell) y el 0.380 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metéstasis al diagndstico), y clasifica
correctamente el 82.2% de los casos.
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4.4 RELACION CON LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD.

A la hora de implementar un tratamiento personalizado, no sdlo es importante encontrar
marcadores de metastasis en el momento del diagndstico, sino que seria de gran utilidad en el
manejo de los pacientes diagnosticados de CCR la deteccidn de aquellos que sufrirdn una recaida
temprana, ya sea recidiva local o metdstasis en érganos distales. Por ello, en nuestro estudio,
tratamos de identificar si las proteinas de reloj central y los marcadores de células madre, estdn
relacionados con la aparicion de recidivas locales o metdstasis distales tras el diagndstico. Se
analizaron cada uno de los eventos por separado y en conjunto (la variable recaida incluye la
aparicién de metastasis distales o recidivas locales tras el diagndstico, bien solo una de ellas o
ambas, la antes ocurriese en el periodo estudiado). Para los andlisis, se tuvieron en cuenta las
recaidas en la enfermedad a 3 afios, que es el periodo de andlisis habitual hasta el cual el riesgo
de recaidas es alto, y a 5 afios, que es el tiempo en que finaliza el seguimiento del paciente y se

procede al alta diagndstica, por entenderse muy bajo el riesgo de recaida [298].

4.4.1 Probabilidad aparicion de metastasis o recidivas locales tras el
diagnostico.

Todos los casos de tumores colorrectales

En primer lugar, se llevd a cabo el andlisis mediante un analisis bivariante para determinar
la posible relacidn entre las proteinas del estudio y la progresion de la enfermedad, discriminando
a su vez la aparicién de metastasis y recidivas locales tras el diagndstico, tanto antes de los 3 afios

como antes de los 5 afios.

Con respecto a la progresion de la enfermedad encontramos que PER1, PER2, PER3 y CRY2
no parecen guardar ninguna relacién con la aparicidn de metastasis o recidivas tras el diagndstico

(Tabla 28).

Si existen diferencias significativas con CRY1, que se encontrd asociado a la aparicion de
metdstasis tras el diagndstico; su expresidn es mayor en pacientes que desarrollan metastasis

antes de los 3 (P=0.005) y 5 aiios (P=0.003).

Aunque no llega a ser significativo, CRY2 se relaciona con la aparicion de recidiva local
tras el diagndstico, tanto a 3 afios (P=0.062) como a 5 aiios (P=0.077), de modo que su expresion

aumenta en pacientes que desarrollan este tipo de recaida.
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Tabla 28: Relacidn entre la expresion de proteinas PER1, PER2, PER3 CRY1 y CRY2, y la aparicion de metdstasis y
recidivas locales tras el diagndstico

PER 1 PER2 PER3 CRY1 CRY2
Low /N (%) High /N (%) P9 Low /N (%) High /N (%) P? Low /N (%) High /N (%) P Low /N (%) High/N (%) P? Low/N (%) High/N (%) p9
98 (41.7) 137 (58.3) 89(37.9) 146 (62.1) 207(89.2) 25 (10.8) 163(73.1) 60 (26.9) 75(33.5) 149 (66.5)
Mx 3
NO 65(37.1) 110(62.9) ns 59(33.5) 117(66.5) ns 158(89.8) 18(10.2) ns 75(42.6) 101(57.4) 0.005 61(34.5) 116(65.5) ns
S| 20(48.8) 21(51.2) 17 (41.5) 24 (58.5) 39 (90.7) 4(9.3) 8(19.0) 34 (81.0) 12 (28.6) 30(71.4)
Mx 5
NO 61(38.1) 99(61.9) ns 55(34.4) 105(65.6) ns 142(88.8) 18(11.3) ns 70(43.8) 90 (56.3) 0.003 57(35.4) 104 (64.6) ns
Sl 21(43.8) 27 (56.3) 20 (40.8) 29 (59.2) 47 (92.2) 4(7.8) 10 (20.0) 40 (80.0) 15 (30.0) 35 (70.0)
Rec3
NO 75(39.5) 115(60.5) ns 67(34.9) 125(65.1) ns 172(89.1) 21(109) ns 77(40.1) 115(59.9) ns 69(35.8) 124(64.2) ns
S| 8(40.0) 12 (60.0) 8(42.1) 11(57.9) 18 (90.0) 2 (10.0) 6(30.0) 14 (70.0) 3(15.0) 17 (85.0)
Rec5
NO 69(39.7) 105(60.3) ns 62(35.4) 113(64.6) ns 154(88.0) 21(12.0) ns 72(41.1) 103(58.9) ns 65(36.9) 111(63.1) ns
SI 10 (40.0) 15 (60.0) 11 (44.0) 14 (56.0) 24 (92.3) 2(7.7) 9 (34.6) 17 (65.4) 5(19.2) 21 (80.8)

Mx 3: Metdstasis antes de los 3 afios tras el diagndstico; Mx 5: Metastasis antes de los 5 afios tras el diagndstico; Rec 3: Recidivas
locales antes de los 3 afios tras el diagndstico; Rec 5: Recidivas locales antes de los 5 afios tras el diagndstico;

También encontramos diferencias significativas en relacion a NR1D2 y la progresion de la

enfermedad, observando asociacidn entre un aumento de la expresién de NR1D2 y la aparicién

de recidivas locales a 3 afios (P=0.015) y 5 afios (P=0.016). No se observa ninguna relacién con la

aparicion de metdstasis o recidivas tras el diagndstico con las proteinas BMAL1.

En el caso de los marcadores de CMCs, CD44 parece estar asociado a la aparicién de

metastasis (P=0.030), con menos expresion en aquellos pacientes que desarrollan metastasis

antes de 5 afios (Tabla 29). No se observé ningun tipo de relacién con CD133.

Tabla 29: Relacion entre la expresion de proteinas BMAL1, NR1D2, CD44 y CD133, y la aparicion de metdstasis y
recidivas locales tras el diagndstico

BMAL 1 NR1D2 CDh44 CD133
Low /N (%) High /N (%) = Low /N (%) ”i?;)/'\' P Low/N (%) High/N%) 7 Low/N (%) High/N(%) T
45(20.4) 176 (79.6) 127 (57.2) 95 (42.8) 137 (61.4) 86 (38.6) 192 (86.1) 31(13.9)
Mx 3
NO 35(20.0) 140(80.0) ns 103(585) 73 (41.5) ns 103 (585) 73 (415) ns 153 (86.4) 24(13.6) ns
Sl 9(22.0) 32(78.0) 21(51.2) 20 (48.8) 31(73.8) 11(26.2) 35(85.4) 6 (14.6)
Mx 5
NO 32(20.0) 128(80.0) ns 96(60.0) 64(40.0) ns 91(56.9) 69 (43.1) 0.030 138(85.7) 23(14.3) ns
SI 11(22.4) 38 (77.6) 25 (51.0) 24 (49.0) 37(74.0) 13(26.0) 42(85.7) 7(14.3)
Rec 3
NO 36(18.8) 155(81.2) ns 116(60.4) 76 (39.6) 0.015 113(58.9) 79 (41.1) ns 169 (87.1) 25(12.9) ns
S| 5(26.3) 14(73.7) 6(31.6) 13 (68.4) 16 (80.0) 4 (20.0) 16(84.2) 3(15.8)
Rec 5
NO 35(20.1) 139(79.9) ns 107 (615) 67 (38.5) 0.016 101(57.7) 74(423) ns 152 (86.4) 24(13.6) ns
S| 5(20.0) 20 (80.0) 9(36.0) 16 (64.0) 20(76.9) 6(23.1) 22(88.0) 3(12.0)

Mx 3: Metastasis antes de los 3 afios tras el diagndstico; Mx 5: Metdstasis antes de los 5 afios tras el diagndstico; Rec 3:

Recidivas locales antes de los 3 afios tras el diagndstico; Rec 5: Recidivas locales antes de los 5 afios tras el diagndstico;
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Diferencias entre tumores de colon y recto.

De nuevo, comparamos la expresidn de las diferentes proteinas analizadas en este estudio
y la progresion de la enfermedad en tumores de colon y recto por separado, diferenciando ademas
entre la aparicién de metastasis a distancia y la aparicidn de recidivas locales antes de 3 y 5 afios.

Las diferencias encontradas se detallan en Tabla 30 y Tabla 31.

La disminucion de expresion de PER1 estd asociada a la aparicién de metdstasis antes de

los 3 afios (P=0.041) solo en tumores de colon.

En cuanto a las diferencias que encontramos para CRY1 en relacién a la aparicién de
metastasis tras el diagndstico tanto a 3 como a 5 afios, es menos significativa cuando analizamos
los tejidos por separado, siendo para colon (P=0.030 y P=0.008, significativamente) y para recto
(P=0.070y P=0.053, respectivamente). Esta diferencia si podria ser explicada por el menor nimero
de casos, ya que no se observa un cambio de tendencia en la expresion entre colon y recto, en

ambos casos la expresion disminuye en pacientes que desarrollan metastasis.

Tabla 30: Relacion entre la expresion de proteinas PER1 y CRY1 con la aparicion de metdstasis y recidivas locales tras el
diagndstico. Diferencia entre tumores de colon y recto

PER1 PER1 CRY1 CRY1
COLON RECTO COLON RECTO
Low /N (%) High /N (%) Pa Low /N (%) High /N (%) P® Low /N (%) High/N (%) P Low /N (%) High /N (%) P°
76 (38.6) 121 (61.4) 22(57.9) 16(42.1) 131(70.8) 54(29.2) 32(84.2) 6(15.8)
Mx 3
NO 48(32.7) 99 (67.3) 0.041 17(60.7) 11(39.3) ns 60 (40.5) 88 (59.5) 0.030 13(52.0) 12 (48.0) ns
SI 17 (51.5) 16 (48.5) 3(37.5) 5(62.5) 7 (20.6) 27 (79.4) 4(30.8) 9(69.2)
Mx 5
NO 45 (33.3) 90 (66.7) ns 16 (64.0) 9(36.0) ns 57(42.2) 78 (57.8) 0.008 15 (53.6) 13 (46.4) ns
Sl 18 (46.2) 21 (53.8) 3(33.3) 6 (66.7) 8(19.5) 33 (80.5) 1(12.5) 7 (87.5)
Rec 3
NO 58(36) 103 (64) ns 17 (58.6) 12 (41.4) ns 63(38.7) 100 (61.3) ns 13 (52.0) 12 (48.0) ns
SI 5(31.3) 11 (68.8) 3(75.0) 1(25.0) 4 (25.0) 12 (75.0) 2(22.2) 7(77.8)
Rec5
NO 53(36.1) 94 (63.9) ns 16 (59.3) 11 (40.7) ns 59 (39.9) 89 (60.1) ns 14 (48.3) 15 (51.7) ns
Sl 6(30) 14 (70) 4(80.0) 1(20.0) 6(28.6) 15 (71.4) 2 (50.0) 2 (50.0)

Mx 3: Metdstasis antes de los 3 afios tras el diagndstico; Mx 5: Metastasis antes de los 5 afios tras el diagndstico; Rec 3: Recidivas
locales antes de los 3 afios tras el diagndstico; Rec 5: Recidivas locales antes de los 5 afios tras el diagndstico.

Sin embargo, la asociacion entre el aumento de expresion de NR1D2 y la aparicién de
recidivas locales a 3 afios y 5 afios, es mayor cuando analizamos solo tejidos de colon (P=0.021y

P=0.011), y esta relacion no es significativa en tumores de recto.

Por ultimo, si hay diferencias entre la expresién de CD44 en tumores de colon y tumores
de recto, encontrando que CD44 disminuye su expresidn tanto en pacientes con tumores de colon
que desarrollan metdstasis a 3 afios (P=0.007), metastasis a 5 afios (P=0.004) asi como recidivas
locales a 3 afios (P=0.022) y 5 afios (P=0.034), mientras que en tumores de recto la asociacion deja

de ser significativa, y por los porcentajes de expresion parece que la relacién de invierte,
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aumentaria la expresion en los pacientes con recaida en la enfermedad. Para confirmar esta

observacién se requeriria el analisis de mas casos de recto.

Para el resto de las proteinas estudiadas, PER2, PER3 y CRY2, no se aprecian diferencias

significativas entre ambos tipos de tumores.

Tabla 31: Relacion entre la expresion de proteinas BMAL1 y NR1D2 con la aparicion de metdstasis y recidivas locales
tras el diagndstico. Diferencia entre tumores de colon y recto

NR1D2 NR1D2 CD44 CD44
COLON RECTO COLON RECTO
Low /N (%) High /N (%) P®  Low /N (%) High/N (%) P® Low /N (%) High /N (%) P*  Low /N (%) High/N (%) P®
105 (57.1) 79 (42.9) 22(57.9) 16(42.1) 115(62.2) 70(37.8) 22 (57.9) 16 (42.1)
Mx 3
NO 87(58.8) 61(41.2) ns 16(57.1) 12(42.9) ns 85(57.4) 63(42.6) 0.007 18(64.3) 10(35.7) ns
SI 17 (51.5) 16(48.5) 4 (50.0) 4 (50.0) 28 (82.4) 6(17.6) 3(37.5) 5 (62.5)
Mx 5
NO 82(60.7) 53(39.3) ns 14 (56.0) 11(44.0) ns 75(55.6) 60(44.4) 0.004 16 (64.0) 9 (36.0) ns
SI 20 (50) 20 (50) 5 (55.6) 4 (44.4) 33 (80.5) 8(19.5) 4 (44.4) 5 (55.6)
Rec 3
NO 99(61.1) 63(38.9) 0.021 17(56.7) 13(43.3) ns 95(58.3) 68(41.7) 0.022 18(62.1) 11(37.9) ns
SI 5(31.3) 11 (68.8) 1(33.3) 2 (66.7) 14 (87.5) 2 (12.5) 2 (50.0) 2 (50.0)
Rec 5
NO 92(62.6) 55(37.4) 0.011 15(55.6) 12(44.4) ns 84(56.8) 64(43.2) 0.034 17(63.0) 10(37.0) ns
S| 4(19.0) 17 (81.0) 1(25.0) 3(75.0) 17 (81.0) 4(19.0) 3(60.0) 2 (40.0)

Mx 3: Metdstasis antes de los 3 afios tras el diagndstico; Mx 5: Metastasis antes de los 5 afios tras el diagndstico; Rec 3: Recidivas
locales antes de los 3 afios tras el diagndstico; Rec 5: Recidivas locales antes de los 5 afios tras el diagndstico.
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4.4.2 Regresion logistica binaria aparicion de metastasis 3 y 5 aiios

Para determinar el efecto que pueden tener las distintas variables con respecto a la
progresion de la enfermedad, es decir, aparicion de metastasis distales o recidivas locales tras el
diagnéstico se realizé un andlisis de regresidn logistica binaria. Se analizaron por un lado todos los
tumores colorrectales (Tabla 32) y por otro lado se estudiaron casos de tumores de colon (Tabla
33). No se pudo llevar a cabo el estudio con tumores de recto por no disponer de un nimero

suficiente de casos.

Todos los casos de tumores colorrectales

Para la aparicién de metdstasis distales, tanto a 3 como a 5 afios, resultd que las variables
gue mas afectaban a la progresion de la enfermedad son la presencia de metastasis al diagndstico
(OR=7.77, P=0.0001) y una expresién elevada de CRY1 (OR=5.06, P=0.001). Es decir, junto a la
metastasis al diagndstico, una expresién elevada de CRY1 aumenta la probabilidad de que
aparezcan metdstasis tanto a los 3 como a 5 afios después del diagnéstico, independientemente

del resto de variables clinicopatoldgicas.

Tabla 32: Regresion logistica binaria aparicion de metdstasis 3 y 5 afios

Metastasis 3 afios Metastasis 5 afios
Variables independientes OR (95% ClI) p Valor OR (95% Cl) p Valor
Intercepcion <0.0001 <0.0001
Edad (>71 vs <71) 0.78 (0.36;1.71) 0.537 0.89 (0.43;1.83) 0.742
Sexo (hombre vs. mujer) 1.74 (0.78;3.91) 0.179 1.45 (0.70;3.03) 0.321
Organo (colon vs. recto) 0.98 (0.35;2.70) 0.964 0.95 (0.36;2.54) 0.920
Diagnéstico (otros vs. adenoca.) 0.82 (0.30;2.25) 0.698 1.05 (0.41;2.69) 0.918
Grado Difer.  (M+P vs B) 1.01 (0.45;2.25) 0.978 0.80 (0.38;1.69) 0.566
T (T3+T4 vs. T1+T2) 3.71(0.79;17.30)  0.095 2.15 (0.66;6.97) 0.204
N (N1+N2 vs. NO) 1.55(0.71;3.38) 0.269 1.45 (0.70;3.02) 0.317
M (M1 vs MO) 7.77 (2.71;22.25) 0.0001 6.55 (2.37;18.10) 0.0003
CRY1 (high vs. Low) 5.06 (1.93;13.28) 0.001 4.44 (1.87;10.56) 0.001

* Metastasis a 3 afios: El modelo es significativo (P<0.0001), explica entre el 0.143 (R cuadrado de Cox y Snell) y el 0.229
(R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metdstasis a 3 afios), y clasifica correctamente el 84.9% de los
Casos.

* Metastasis a 5 aios: El modelo es significativo (P<0.0001), explica entre el 0.135 (R cuadrado de Cox y Snell) y el 0.203
(R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metastasis a 5 afios), y clasifica correctamente el 80.5% de los

Casos.
Solo tumores de colon.

Cuando analizamos solo tumores de colon encontramos varios modelos significativos,
encontrando que las variables que mas influyen en la aparicién de metastasis distales son la
presencia de metadstasis al diagndstico, una expresion elevada de CRY1, expresién baja de CD44 y

expresion baja de PER1.
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En el primer modelo las variables que incluyen en la aparicién de metastasis distales son
la presencia de metdastasis al diagndstico (M1) con una OR=7.4 (P=0.001) y elevada expresion de
CRY1, con una OR=4.46 (P=0.005). En el segundo modelo encontramos como variables
significativas la presencia de metastasis al diagndstico (M0) con una OR=4.63 (P=0.010) y CD 44
con OR=0.30 (P=0.016). También es significativo un tercer modelo con las variables M (OR=6.65,

P=0.003), CRY1 (OR=4.01, P=0.012) y CD44 (OR=0.34, P=0.037).

Y el modelo que incluye la variable metastasis al diagndstico (MO0) junto a expresion
elevada de CRY, expresion baja de CD44 y expresion baja de PER1 es el que clasifica correctamente

el mayor porcentaje de los casos (Tabla 33).

Tabla 33: Regresion logistica binaria aparicion de metdstasis 3 y 5 afios. Tumores colon.

Metastasis 3 Metastasis 5 afios
afos
Variables independientes OR (95% Cl) p Valor OR (95% CI) p Valor
Intercepcion 0.002 0.004
Edad (>71 vs <71) 0.80 (0.32;2.01) 0.635 0.91 (0.39;2.14) 0.826
Sexo (hombre vs. mujer) 1.58 (0.63;3.99) 0.328 1.34(0.57;3.19) 0.504
Localizaciéon (distal vs. proximal 2.25(0.92;5.55) 0.077 1.97 (0.84;4.61) 0.117
Diagnéstico (otros vs. Adenoca.) 1.37(0.43;4.32) 0.591 1.62 (0.56;4.76) 0.376
Grado Difer.  (M+P vs B) 1.30(0.49;3.42) 0.601 1.10 (0.45;2.73) 0.829
T (T3+T4 vs. T1+T2) 2.28(0.45;11.51) 0.317 1.31 (0.37;4.65) 0.680
N (N1+N2 vs. NO) 1.11(0.43;2.86) 0.822 1.07 (0.44;2.64) 0.876
M (M1 vs MO) 5.66 (1.52;21.13) 0.010 4.71(1.28;17.32) 0.020
CRY1 (high vs. low) 5.43 (1.69;17.46) 0.004 6.75 (2.18;20.95) 0.001
CD44 (high vs. low) 0.31(0.11;0.90) 0.031 0.29 (0.11;0.77) 0.013
PER1 (high vs. low) 0.38 (0.15;0.96) 0.041 0.44 (0.18;1.08) 0.073

* Metastasis a 3 aiios: El modelo es significativo (P=0.002), explica entre el 0.167 (R cuadrado de Cox y Snell) y el 0.272
(R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metastasis distales a 3 afios), y clasifica correctamente el 82.7%
de los casos.
* Metastasis a 5 aiios: El modelo es significativo (0.004), explica entre el 0.175 (R cuadrado de Cox y Snell) y el 0.267 (R
cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (metastasis distales a 5 afios), y clasifica correctamente el 78.6%
de los casos.
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4.4.3 Regresion logistica binaria aparicion de recidivas 3 y 5 afios

Se determind mediante un analisis de regresion logistica binaria el efecto de las variables
estudiadas sobre la aparicién de recidivas locales a los 3 y 5 afios. Se analizaron por un lado todos
los tumores colorrectales (Tabla 34) y por otro lado se estudiaron casos de tumores de colon
(Tabla 35). Al igual que para el analisis de metdstasis distales, no se pudo llevar a cabo el estudio

con tumores de recto por no disponer de un nimero suficiente de casos.

Todos los casos de tumores colorrectales

Para la aparicion de recidivas locales tras el diagnostico tanto antes de 3 aflos como 5
anos, se encontrd que las variables que mas influyen sobre la aparicidon de dichas recidivas son la
expresion elevada de NR1D2 y una expresion baja de CD44, independientemente del resto de
variables clinico patoldgicas (Tabla 34). Se encontraron significativos varios modelos con CD44 y

NR1D2 independientemente del resto de variables.

Tabla 34: Regresion logistica binaria aparicion de recidivas locales a 3 y 5 afios

Recidiva local 3 afios Recidiva local 5 afios
Variables independientes OR (95% Cl) p Valor OR (95% Cl) p Valor
Intercepcion 0.003 0.003
Edad (>71 vs <71) 0.20 (0.05;0.81) 0.024 0.31(0.10;0.97) 0.044
Sexo (hombre vs. mujer) 1.46 (0.47;4.50) 0.509 1.00 (0.38;2.60) 1.000
Organo (colon vs. recto) 1.81(0.41;7.97) 0.433 1.55(0.42;5.74) 0.515
Diagnéstico (otros vs. Adenoca.) 3.50(0.99;12.33) 0.052 2.94 (0.96;8.97) 0.058
Grado Difer.  (M+P vs B) 0.73 (0.21;2.59) 0.629 0.84 (0.28;2.52) 0.754
T (T3+T4 vs. T14T2) 5.30 (0.54;52.29) 0.154 6.24 (0.68;57.08) 0.105
N (N1+N2 vs. NO) 0.62 (0.19;1.98) 0.416 0.81(0.29;2.22) 0.677
M (M1 vs MO) 0.59 (0.09;3.79) 0.576 1.37 (0.32;5.85) 0.673
NR1D2 (high vs. low) 5.33 (1.66;17.07) 0.005 4.83 (1.74;13.46) 0.003
cD44 (high vs. low) 0.18 (0.05;0.74) 0.017 0.26 (0.08;0.81) 0.020

* Recidiva local a 3 aiios: El modelo es significativo (P=0.003), explica entre el 0.116 (R cuadrado de Cox y Snell) y el
0.261 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (recidiva local antes de 5 afios), y clasifica correctamente
el 91.8% de los casos.
* Recidiva local a 5 afios: El modelo es significativo (P=0.003), explica entre el 0.124 (R cuadrado de Cox y Snell) y el
0.238 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (recidiva local antes de 5 afios), y clasifica correctamente
el 88.3% de los casos.

Solo tumores de colon.

Los resultados al estudiar solo tumores de colon (Tabla 35) fueron muy similares a los
obtenidos al analizar todos los tumores, colon y recto. Esto podria deberse al bajo nimero de
casos de tumores de recto con recidivas locales, lo que haria que el resultado cuando estudiamos
todos los casos fuese explicado casi integramente por los tumores de colon. La diferencia es que,
al analizar tumores de colon, deja de ser significativo el CD44 como marcador si lo estudiamos por

separado, es decir, se obtiene un modelo con NR1D2 significativo, un modelo con NR1D2 + CD44
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significativo, pero no un modelo con solo CD44, como se obtenia al analizar los casos de colon y

recto juntos.

Tabla 35: Regresion logistica binaria aparicion de recidivas locales a 3 y 5 afios. Tumores colon.

Recidiva local 3 aiios Recidiva local 5 afios

Variables independientes OR (95% ClI) p Valor OR (95% Cl) p Valor
Intercepcion 0.039 0.033

Edad (>71 vs <71) 0.22 (0.05;1.01) 0.051 0.37(0.10;1.31) 0.124
Sexo (hombre vs. mujer) 1.16 (0.33;4.08) 0.814 0.63(0.21;1.89) 0.409
Localizacion (distal vs. proximal 0.87(0.23;3.30) 0.838 0.76 (0.23;2.47) 0.646
Diagnéstico (otros vs. Adenoca.) 3.88 (0.92;16.25) 0.064 2.98 (0.87;10.20) 0.082
Grado Difer.  (M+P vs B) 0.69 (0.17;2.75) 0.602 0.68 (0.20;2.24) 0.523
T (T3+T4 vs. T1+T2) 2.50 (0.25;24.55) 0.432 3.59 (0.38;33.59) 0.263
N (N1+N2 vs. NO) 0.40 (0.09;1.74) 0.222 0.56 (0.16;1.96) 0.362
M (M1 vs MO) 0.50 (0.04;5.86) 0.585 2.59 (0.48;14.08) 0.269
NR1D2 (high vs. low) 5.69 (1.54;21.02) 0.009 6.35 (1.92;21.05) 0.003
cD44 (high vs. low) 0.06 (0.01;0.54) 0.012 0.16 (0.04;0.64) 0.009

* Recidiva local a 3 afos: El modelo es significativo (P=0.039), explica entre el 0.137 (R cuadrado de Cox y Snell) y el
0.309 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (aparicion de recidivas locales a los 3 afios), y clasifica
correctamente el 91.5% de los casos.
* Recidiva local a 5 afios: El modelo es significativo (P=0.033), explica entre el 0.145 (R cuadrado de Cox y Snell) y el
0.278 (R cuadrado de Nagelkerke) de la variable dependiente (aparicion de recidivas locales a los 5 afios), y clasifica
correctamente el 89.8% de los casos.
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4.4.4 Tiempo de supervivencia libre de enfermedad

Para ver la consistencia de los resultados previos, se estudié la probabilidad de que un
paciente desarrolle metastasis distales o recidivas locales antes de 3 o 5 afios, mediante el andlisis
de Kaplan-Meier, y el estadistico Log-Rank (Mantel-Cox). Se analizé por separado la aparicion de
metastasis distales, aparicién de recidivas locales, asi como un analisis en todos casos de tumores

colorrectales, y otro con los casos de tumores de colon y tumores de recto por separado.

4.4.5 Tiempo de supervivencia libre de enfermedad. Regresion de Cox

Dado que la expresidn alta o baja de las proteinas estudiadas parecian incrementar o
disminuir la probabilidad de aparicidon de metdstasis distales y recidivas locales, se llevé a cabo un
analisis mediante regresién de Cox, para comparar el efecto de cada una de ellas en relacién al
tiempo de apariciéon del evento, en términos de “Hazard ratio” (HR) (Modelo de Riesgos
Proporcionales). En este caso se analizd la aparicién de recaida en la enfermedad, es decir,
cualquiera de los eventos: recidiva o metastasis, antes de los 3 y 5 afios tras el diagndstico. De
nuevo se analizaron todos los casos de tumores colorrectales y ademads el estudio por separado

en tumores de colon y tumores de recto.

Todos los casos de tumores colorrectales

Se obtuvieron varios modelos significativos, en los cuales las variables metastasis al
diagndstico (M1), CRY1 elevado y CD44 bajo, son los que resultaron tener efecto sobre la recaida

en la enfermedad tanto a los 3 como 5 afos tras el diagndstico.

Por un lado, resultaron significativas en un primer modelo las variables presencia de
metastasis al diagnéstico (HR=4.31, P<0.0001) y expresion elevada de CRY1 (HR=3.55, P=0.001)
con respecto a la aparicion de recidivas tanto a 3 afios (prueba coeficientes del modelo P=0.0003),
e igualmente para el estudio a 5 afios (prueba coeficientes del modelo P=0.0002), con una HR=3.87

(P<0.0001) para M1 versus MOy una HR=3.13 (P=0.001) de CRY1High versus CRY1Low.

En un segundo modelo resultaron significativas las variables metastasis al diagndstico
(HR=2.77, P<0.004) y expresion baja de CD44 (HR=0.49, P=0.042) como marcadores de
supervivencia libre de enfermedad a 3 afios (prueba coeficientes del modelo P=0.0003), e
igualmente, a 5 afios con una HR=2.66 (P<0.004) para M1 versus MO y una HR=0.47 (P=0.020) de

CD44High versus CD44ow (prueba coeficientes del modelo P=0.002).
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Y el modelo mas significativo de acuerdo a la prueba Omnibus sobre los coeficientes (con
un P=0.0001 para aparicion de recaidas a 3 afios y P<0.0001 para recaidas a 5 afios) mostré que
las variables que mas influyen en la aparicion de los eventos son: la presencia de metastasis en
el momento del diagndstico (M1 versus M0) con una HR=4.35 (P<0.0001) y HR=3.93 (P<0.0001)
a 3y 5 afios respectivamente, |la expresion elevada de CRY1 (CRY1High versus CRY1Low) con unas
HR=3.69 y HR=3.17 a 3 y 5 afios, que aumentan la probabilidad de aparicion de recaidas. Y, por
ultimo, aumenta el riesgo o probabilidad de recaidas una expresion baja de CD44 (CD44High
versus CD44Low) con unas HR=0.49 (P=0.044) y HR=0.49 (P=0.028) a 3 y 5 afos respectivamente,

independientemente del resto de variables clinicopatoldgicas (Tabla 36).

Tabla 36: Regresion de Cox: Tiempo libre de enfermedad a 3 y 5 afios

Tiempo libre de enfermedad Recaida (Mx o Rec) 3 aiios Recaida (Mx o Rec) 5 afios
Variables independientes HR (95% CI) P Valor HR (95% Cl) P Valor
0.0001 <0.0001
Edad (>71 vs <71) 0.67 (0.36;1.27) 0.220 0.76 (0.43;1.34) 0.338
Sexo (hombre vs. mujer) 1.25(0.68;2.31) 0.468 1.25(0.71;2.20) 0.438
Organo (recto vs. colon) 1.28 (0.60;2.73) 0.531 1.31(0.65;2.63) 0.446
Diagnostico (otros vs. Adenoca.) 1.20 (0.56;2.56) 0.645 1.26 (0.62;2.53) 0.524
Grado Difer.  (M+P vs B) 0.92 (0.48;1.74) 0.794 0.85 (0.47;1.53) 0.578
T (T3+T4 vs. T1+T2) 2.40 (0.73;7.95) 0.151 2.25(0.79;6.37) 0.128
N (N1+N2 vs. NO) 1.19 (0.64;2.20) 0.585 1.18 (0.67;2.08) 0.560
M (M1 vs MO) 4.35 (2.08;9.10) 0.000 3.93 (1.96;7.90) 0.000
CRY1 (high vs. low) 3.69 (1.70;8.01) 0.001 3.17 (1.58;6.34) 0.001
cD44 (high vs. low) 0.49 (0.25;0.98) 0.044 0.49 (0.26;0.93) 0.028

P Valor de Pruebas émnibus sobre los coeficientes del modelo

Diferencias entre tumores de colon y recto.

Al analizar los tumores de colon y recto por separado, encontramos para los tumores de
colon el mismo resultado que, al analizar todos los casos juntos, fueron significativas las variables
metastasis al diagndéstico, CRY1 y CD44, aunque menos significativo, tanto el HR como el p valor
de la prueba. No se obtuvo ningin modelo en el caso de tumores de recto. El resultado se podria
explicar por el menor nimero de casos de tumores de recto, y muchos menos en los que se ha
dado el evento (metastasis, recidivas o ambos), de ahi que no obtengamos ninguin resultado, y
que el resultado al analizar todos los casos se corresponda casi integramente con los casos de

tumores de colon.
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4.5 RELACION CON LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

Para determinar si existe algln tipo de asociacidon entre la expresidn de las proteinas
estudiadas y la supervivencia global especifica por cancer se realizdé un analisis de X%, estudiando
cada una de las proteinas con la supervivencia especifica por cdncer a 3 y 5 afos, y, ademas,

estudiando por separado en pacientes con tumores de colon y tumores de recto.

Las proteinas que guardaban relacién con la supervivencia global especifica por cancer
fueron PER1, PER2, BMAL1 y CD44, aunque de nuevo se encontraron diferencias al comparar

tumores de colon y recto, juntos o por separado.

Las proteinas son diferencias significativas al estudiar todos los tumores son PER2, cuya
expresion disminuye en aquellos pacientes que han fallecido antes de 5 afios (P=0.027), BMAL1
gue se expresa menos en pacientes que fallecen antes de 3 afios (P=0.046) y antes de 5 afios
(0.058), y pacientes con una baja expresién de CD44 que fallecen antes de 3 afios (P=0.001) y 5
afios (P<0.0001).

Tabla 37: Relacion entre la expresion de PER1, PER2, BMAL1 y CD44 con la supervivencia a 3y 5 afios.

PER2 BMAL1 CDh44
Low/N (%) High/N (%) Pa Low/N (%) High/N (%) Pa Low/N (%) High/N (%) Pa
3 afios 89 (37.9) 146 (62.1) 53 (22.6) 182 (77.4) 152 (64.4) 84 (35.6)
Cens. 70(35.4) 128 (64.6) ns 40 (20.2) 158 (79.8) 0.046  119(59.8) 80 (40.2) 0.001
Exitus 19 (51.4) 18 (48.6) 13 (35.1) 24 (65.9) 33(89.2) 4(10.8)
5 afios 88(38.3) 142 (61.7) 52(22.6) 178(77.4) 148 (64.1) 83 (35.9)
63 (34.6) 119 (65.4)  0.027 36 (19.9) 145 (80.1) ns 105 (57.7) 77 (42.3) 0.000
Exitus 25 (52.1) 23 (47.9) 16 (32.7) 33(67.3) 43 (87.8) 6(12.2)

a: x% Pearson o estadistico exacto de Fisher; Cens.: Casos censurados

De nuevo encontramos diferencias al realizar el analisis por tipos de tumor, y en especial
PER1 que no se encuentra relacion al analizar todos los casos, pero si cuando analizamos solo
tumores de colon, apuntando a que aquellos pacientes una baja expresién de PER1 estd asociada
con el fallecimiento por cancer antes de 3 afios. En tumores de recto, aunque no llega a ser
significativo parece intuirse que la expresion aumenta en aquellos pacientes que fallecen antes de

3 afios.

En el caso de PER2 desaparece la asociacion, deja de ser estadisticamente significativo, tan
solo podria intuirse que su expresion disminuye en pacientes con tumores de colon que fallecen

antes de 5 afios (P=0.089).
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También encontramos diferencias en BMAL1 y CD44. Una expresidn menor de BMAL1

parece mads asociado a pacientes que fallecen antes de 5 afios con tumores de recto, que con

tumores de colon (P=0.020). Sin embargo, debido al nimero de casos de tumores de recto seria

necesario ampliar la serie para confirmar dicho resultado.

Por el contrario, si podria afirmar dada la significatividad de la prueba, que existe una

relacién entre una disminucién de la expresidon de CD44 y pacientes que fallecen antes de 3 afios

(P<0.0001) y 5 afos (P<0.0001) con tumores de colon, mientras que no se da dicha asociacion en

tumores de recto.

Las proteinas que parecen tener mayor impacto en la supervivencia con BMAL1 y CD44.

La expresion baja de ambas proteinas aumenta la probabilidad de fallecer por cancer antes de 3y

5 afios. Esta relacién es alin mas significativa cuando analizamos CD44 solo en tejido de colon.

Tabla 38: Relacion entre la expresion de PER1, BMAL1 y CD44con la supervivencia a 3 y 5 afios. Diferencias entre colon

y recto

PER1 PER1 BMAL1 BMAL1
COLON RECTO COLON RECTO

Cba4 cD44
COLON RECTO

Low/N (%) High/N (%) P9 Low/N (%) High/N (%) P? Low/N (%) High/N (%) P? Low/N (%) High/N (%) P9 Low/N (%) High/N (%) P9 Low/N (%) High/N (%) P

3afios 76(38.6) 121 (61.4) 21(56.8) 16 (43.2) 44 (22.3) 153 (77.7) 9(23.7)
Cens. 59 (35.5) 107 (64.5) 0.043 19 (61.3) 12 (38.7) ns 34(20.4) 133 (79.6) ns 6 (19.4)
Exitus 17 (54.8) 14 (45.2) 3(42.9) 4(57.1) 10 (33.3) 20(66.7) 3(42.9)

29 (76.3) 127 (64.1) 71 (35.9) 25(65.8) 13 (64.2)
25(80.6) ns 99(58.9) 69 (41.1) 0.000 20 (64.5) 11(35.5) ns
4 (57.1) 28(93.3) 2(6.7) 5(71.4) 2(28.6)

Safios 74 (38.4) 118 (61.5) 22(57.9) 16 (42.1)  33(18.1)149 (81.9)  9(23.7)
Cens 54 (35.8) 97 (64.2) ns 17 (58.6) 12 (41.4) ns 32 (21.1)120(78.9) ns 4 (13.8)
Exitus 20 (48.8) 21 (51.2) 5(55.6) 4 (44.4) 11(27.5) 29 (72.5)  5(55.6)

29 (76.3) 123 (63.7) 70 (36.3) 25(65.8) 13 (64.2)
25(86.2) 0.020 87 (56.9) 66 (43.1) 0.000 18 (62.1) 11(37.9) ns
4 (44.4) 36 (90.0) 4(10.0) 7(77.8) 2(22.2)

a: x% Pearson o estadistico exacto de Fisher; Cens.: Casos censurados

4.5.1 Curva de supervivencia global acumulada especifica por cancer 3y 5

anos

Para ver la consistencia de los resultados previos, se estudié la supervivencia global

acumulada, mediante el analisis de Kaplan-Meier, y el estadistico Log-Rank (Mantel-Cox), tanto

supervivencia a 3 aflos como a 5 afios. Como evento, solo se incluyen pacientes que haya fallecido

a causa de la enfermedad (supervivencia especifica por CCR); se censuraron todos los casos en los

que se habia perdido el contacto con el paciente, habian fallecido a consecuencia de la

intervencidn quirdrgica (complicaciones postoperatorio), habian fallecido por cualquier otra causa

y aquellos que seguian vivos (tanto con enfermedad como sin enfermedad).
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Se encontré que la supervivencia de los pacientes a 3 afios era significativamente menor,
cuando disminuye la expresion de BMAL1 (P=0.037) y CD44 (P=0.001) (Figura 19). En el estudio
de la supervivencia a 5 afos, ademas de BMAL1ow (P=0.043) y CD44.0w (P<0.0001), también

disminuye la supervivencia una expresién baja de PER2 (P=0.024) (Figura 20).

Figura 19: Curva de supervivencia especifica de cancer a 3 anos
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Figura 20: Curva de supervivencia especifica de cdncer a 5 afios
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Analizando los casos de tumores de colon y recto por separado (jError! No se encuentra e
| origen de la referencia.), solo encontramos que tienen impacto significativo en la supervivencia
una expresion baja de las proteinas PER1 y CD44 (P=0.0039 y P<0.0001), y también parece tener
relacién una expresién baja de BMAL1 (P=0.098). En el caso de tumores de recto, la Unica proteina

que guarda relacion significativa con la supervivencia a 5 afios es BMAL1 (P=0.010).

Figura 21: Curva de supervivencia especifica de cdncer a 3 y 5 afios. Diferencias entre colon y recto.

a) Tumores colon 3 afios, b) tumores colon 3 afios, ¢) tumores colon 5 afios, d) tumores recto 5 afios.
P: Log Rank (Mantel-Cox)
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4.5.2 Tiempo de supervivencia global (especifica por cancer). Regresion de
Cox

Dado que la expresidn alta o baja de las proteinas estudiadas parecian tener impacto en
la supervivencia global de la enfermedad, se llevé a cabo un anadlisis mediante regresidén de Cox,
para comparar el efecto de cada una de ellas en relacién al tiempo supervivencia, en términos de

“Hazard ratio” (HR) (Modelo de Riesgos Proporcionales), tanto a 3 afios como a 5 afios.

Se obtuvieron varios modelos significativos, en los que las variables que mas afectaban a
la supervivencia global acumulada son: sexo, grado de diferenciacién, presencia de ganglios
afectados (N) y metdstasis en el momento del diagndstico (M), y expresion alta o baja de CRY1,

CD44 y CD133 (Tabla 39).

En la supervivencia global a 3 afios las variables clinicopatolégicas que muestran mas
riesgo proporcional son la presencia de metdstasis al diagndstico con una HR=29.50 (P=0.0001) y
la presencia de ganglios afectados (HR=6.95, P=0.002). También mostrd impacto significativo en
la supervivencia grado de diferenciacién, con mds riesgo en tumores moderada y pobremente
diferenciados, frente a tumores bien diferenciados (HR=4.61, P=0.003) asi como el sexo,

comportando mas riesgo ser hombre frente a mujer (HR=3.27, P=0.009).

Por otro lado, de entre las proteinas estudiadas se encontré que una expresion elevada
de CRY1 frente a expresion baja (CRY1high vs CRY1ow) también tenia un impacto negativo en la
supervivencia a 3 afios con una HR=3.93 (P=0.003), asi como una expresion elevada de CD133

(CD133Hhigh vs CD1330w) con una HR=11.91 (P<0.0001).

En el andlisis de supervivencia a_5 afios, disminuye en impacto de las variables
clinicopatoldgicas, disminuye también el impacto de CD133High, y aumenta el riesgo

proporcional para CRY1High (HR=4.34, P<0.0001).

Tabla 39: Supervivencia global a 3 y 5 afios. Regresion de Cox

Supervivencia 3 afos Supervivencia 5 afos
Variables independientes HR (95% CI) p Valor HR (95% CI) p Valor
<0.0001 <0.0001
Edad (>71 vs <71) 1.29 (0.57;2.94) 0.539 1.24 (0.60;2.53) 0.563
Sexo (hombre vs. mujer) 3.27 (1.34;7.99) 0.009 2.26 (1.11;4.60) 0.024
Organo (recto vs. colon) 2.02 (0.72;5.63) 0.181 1.17 (0.46;3.01) 0.739
Diagnostico (otros vs. Adenoca.) 1.71(0.64;4.54) 0.286 2.03 (0.91;4.53) 0.085
Grado Difer. (M+P vs B) 4.61 (1.68;12.66) 0.003 2.38 (1.06;5.37) 0.035
T (T3+T4 vs. T1+T2) 3.57 (0.46;27.45) 0.222 1.41 (0.42;4.80) 0.582
N (N1+N2 vs. NO) 6.95 (2.04;23.64) 0.002 3.93 (1.56;9.71) 0.003
M (M1 vs MO) 29.50 (11.33;76.84) 0.000 20.12 (9.02;44.90) 0.000
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Tratamiento (si vs. no) 1.56 (0.39;6.15) 0.528 1.45 (0.47;4.50) 0.591
CRY1 (high vs. low) 3.93 (1.57;9.85) 0.003 4.34 (1.99;9.86) 0.000
CD133 (high vs. low) 11.91 (3.66;38.72) 0.000 6.31 (2.40;16.52) 0.000

En un segundo modelo para determinar el riesgo relativo sobre la supervivencia global a

3 aios las variables clinicopatoldgicas que muestran un riesgo relativo significativo son las mismas

qgue el modelo anterior (sexo, grado de diferenciacion, ganglios afectados y metastasis al

diagndstico). Y, de entre las proteinas estudiadas se encontré que, igualmente, una expresién

elevada de CRY1 frente a expresién baja (CRY1high vs CRY1Low) también tenia un impacto negativo

en la supervivencia con una HR=4.33 (P=0.002), y ademas una expresion baja de CD44 (CD44High

vs CD4410w) con una HR=0.25 (P=0.003).

En el andlisis de supervivencia a 5 afios, disminuye en impacto de las variables

clinicopatoldgicas, y aumenta el riesgo para CRY1high (HR=4.77, P<0.0001) y CD44 0w (HR=0.27,

P=0.009).

Supervivencia 3 afnos

Supervivencia 5 afos

Variables independientes HR (95% ClI) p Valor HR (95% CI) p Valor

<0.0001 <0.0001
Edad (>71 vs <71) 1.22 (0.55;2.69) 0.631 1.17 (0.59;2.32) 0.663
Sexo (hombre vs. mujer) 3.19 (1.29;7.87) 0.012 2.12 (1.04;4.35) 0.040
Organo (recto vs. colon) 1.91(0.78;4.66) 0.157 1.36 (0.61;3.06) 0.456
Diagnéstico (otros vs. Adenoca.) 1.52 (0.58;4.02) 0.399 1.79 (0.80;4.01) 0.157
Grado Difer.  (M+P vs B) 2.77 (1.11;6.90) 0.029 1.52 (0.72;3.21) 0.271
T (T3+T4 vs. T1+T2) 4.23 (0.55;32.41) 0.165 1.54 (0.46;5.19) 0.484
N (N1+N2 vs. NO) 4.04 (1.28;12.83) 0.018 2.94 (1.22;7.09) 0.016
M (M1 vs MO) 22.21 (8.65;56.98) 0.000 15.27 (6.92;33.70) 0.000
Tratamiento (si vs. no) 0.57 (0.15;2.23) 0.422 0.87(0.27;2.79) 0.812
CRY1 (high vs. low) 4.33 (1.73;10.85) 0.002 4.77 (2.10;10.79) 0.000
cD44 (high vs. low) 0.25 (0.07;0.88) 0.030 0.27 (0.10;0.73) 0.009

-100 -



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
DISCUSION

5 DISCUSION

Son muchos los estudios que relacionan las alteraciones del reloj circadiano con la
carcinogénesis; la mayoria de ellos estudian mutaciones en los genes o cambios en la expresion
mediante estudio de ARN. Sin embargo, son menos aquellos que lo hacen mediante técnicas
habituales en los laboratorio de diagndstico clinico, que permitan trasladar los resultados a la
practica clinica mas rapidamente. Por ello, nuestro estudio se centra en el analisis de dichas
proteinas mediante inmunohistoquimica, y con anticuerpos optimizados para su empleo con

inmunotefiidores automaticos.

Existen pocos estudios que determinen la expresién de las proteinas del reloj mediante
inmunohistoquimica, y, por la naturaleza del reloj, la expresidon deberia variar de forma ciclica; por
ello, no estd establecido qué porcentaje de sefial o intensidad de la expresién es considerado alta
o baja para cada una de ellas en tejido de colon. Por un lado, hay estudios que solo clasifican
como positivo o negativo si la expresion es igual o menor a la observada en tejido normal [299],
otros en cambio, consideran elevada una expresién por encima del 50% de las células tumorales,

[299]-[303].

Nuestro abordaje con el establecimiento de puntos de corte determinados mediante
curvas ROC, ha permitido establecer los puntos de corte que serian validos independientemente
de la cohorte [304]. Esta metodologia, empleada hasta ahora solo para determinar la expresién
de CRY1 [305] nos ha permitido determinar puntos de corte para discriminar la expresion entre
tejidos normales y tumorales, y, ademas, puntos de corte dentro de los tejidos tumorales que
indicarian una pérdida o sobreexpresién de cada proteina dentro del tumor, asi como la
sensibilidad y especificidad de cada una de las proteinas estudiadas para cada variable clinico-

patoldgica.

Sin embargo, esto puede ser una limitacidn a la hora de comparar nuestros resultados con
los estudios previos, ya que, existen pocas referencias de expresion de las proteinas del reloj
mediante inmunohistoquimica en tejido tumoral colorrectal y mucosa coldnica normal. La
mayoria de los estudios centran su analisis en técnicas para determinar expresion mediante
cuantificacion de ARNm, y pocos validan la correspondencia con la expresién a nivel de proteina.
De igual modo, hay importantes estudios de secuenciacidon para determinar mutaciones en los
genes del reloj, aunque no se llega a determinar si las mutaciones encontradas en los genes del
reloj implican la sintesis de proteinas truncadas, no funcionales o a qué epitopos afectan dichas

mutaciones. Estos estudios, ademds, no suelen tener en cuenta las modificaciones
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postraduccionales y los bucles de retroalimentacién alternativos existentes en la regulacion de
reloj circadiano, por lo que no siempre una alteracién ADN o ARNm se traduce en una alteracion
del ciclo, y de ahi, la importancia de analizar mediante inmunohistoquimica la expresién de las

proteinas y su relacidn con las variables clinico-patoldgicas y el prondstico de enfermedad.

En nuestra cohorte de estudio, encontramos un significativo descenso de la expresion de

las proteinas PER1/2/3, CRY1/2 y NR1D1 en el CCR frente al tejido normal, a excepcién de

BMALL; lo que sugiere que estos genes tienen un papel importante en la carcinogénesis
colorrectal. Esto es concordante con otros muchos estudios realizados en diferentes tipos cancer,
incluido el CCR. La mayoria coinciden con un descenso de expresién de PER1, PER2, PER3 en tejido
tumoral. Otros estudios han encontrado algunas discrepancias en el caso de CRY1, CRY2 y BMAL1

[160], [301], [306]—[310].

En nuestro estudio no se encontré variacidon en la expresion de CD44 entre el tejido
normal y el tumoral, como se ha descrito previamente (Lugli et al., 2010), aunque también hay
discrepancias con otros estudios. Unicamente hemos encontrado expresién de CD133 en tejido
tumoral, lo que coincide con la literatura, en la que se describe que empieza a expresarse en
polipos incipientes precancerosos y polipos asociados al tumor, pero no en tejidos normales o
polipos no cancerosos [312] . Ademas, se dispone de estudios que correlacionan la expresion de
ARNm con la expresién de la proteina mediante IHQ y con el anticuerpo empleado en nuestro

estudio [313], [314]

En el caso de las proteinas del reloj circadiano central, no solo hemos encontrado
diferencias de expresion entre tejido normal y tumoral, sino que algunas de ellas también

mostraron diferente expresidn entre los tumores de colon y recto, e incluso entre las distintas

localizaciones en colon. Por ejemplo, la expresién de PER1, CRY1 y CD133 va desde el colon
proximal, al colon distal y recto, y, mientras que, PER2 va aumentando su expresién desde el colon
ascendente hacia el colon descendente y recto. Se han descrito las mismas diferencias para
algunas de las proteinas estudiadas como PER2 y CD133 [315], aunque para muchas de ellas no
hay estudios o son discrepantes, por emplear diferentes técnicas de anlisis, tipo y numero de

muestras.

Estas variaciones se deben no solo a las diferencias embrioldgicas, bioldgicas y anatémicas
entre el colon y el recto [19], [20], sino también a la existencia de bucles de retroalimentacién
especificos de cada tejido [97], [105], y lo que podria indicar que cada proteina del reloj estd mas

implicada en el desarrollo de carcinogénesis dependiendo del tejido.

-102 -



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
DISCUSION

Una aproximacién para determinar los bucles de retroalimentacion especificos en cada

tejido es el andlisis de la correlacidn en la expresion entre las proteinas. Si las proteinas del reloj

central y marcadores de células madre, estan desregulados en tumores, parece légico que los
bucles de retroalimentacion y las interacciones entre ellos también lo estén, y que observemos
cambios con respecto las interacciones en su expresion. De hecho, en tejido normal encontramos
una correlacion positiva entre la mayoria de las proteinas, especialmente entre PER2-CRY1-
NR1D2-CD44, de forma que cuando aumenta la expresion de una lo hace la de otra y viceversa. Y

solo encontramos correlaciones negativas en tejido normal entre las proteinas PER3-BMAL1.

Para algunos tejidos como riiidn, glandulas adrenales, tejido nervioso e higado, se ha
determinado la existencia de bucles “esenciales” especificos (Pett et al., 2018), x que se
caracterizan por disponer un represor o activador principal. De acuerdo a las interacciones
identificadas en mucosa coldnica normal, los bucles o reguladores esenciales podrian girar en
torno a PER2, CRY1, NR1D2 y BMAL1. Al analizar el tejido de CCR encontramos que el coeficiente
de muchas estas interacciones o correlaciones aumenta con respecto al tejido normal, y, ademas,
algunas de ellas invierten su relacién. Algunas diferencias encontradas son la interacciones PER1-

BMAL1, PER1-NR1D2 y PER1-CD44, en las que la interaccidn o correlacién es negativa, es decir,

cuanto la expresién de una proteina aumenta la otra disminuye; por otro lado, las relaciones entre

PER3-BMAL1 y CRY1-NR1D2 desaparecen en tejido tumoral, y por ultimo, destaca la interaccion

entre CRY1-CD44 que en tejido normal era significativa positiva y en tejido tumoral encontramos
gue cuando aumenta la expresion de CRY1 disminuye significativamente la expresion de CD44, o

viceversa.

También se encontraron diferencias entre la interaccidn de las proteinas entre colon y
recto, como PER3-CRY2 y CD133-PER1 que se invierten la correlacién significativamente. Por

ultimo, correlaciones de CD44 con otras proteinas solo fue significativa en colon.

Hay que tener en cuenta que las células cancerigenas no sélo presentan una represion de
los genes individuales del reloj circadiano, sino que también se ha demostrado que la co-expresién
coordinada de los genes del reloj circadiano estd comprometida [316]. En circunstancias normales,
los genes CRY y PER muestran patrones de expresion temporal altamente coordinados, ya que sus
productos proteicos se homo- y heterodimerizan y funcionan juntos en el bucle de
retroalimentacion reguladora negativa del reloj circadiano [317], [318]. Cadenas et al.
encontraron que, cuanto mads agresivo y metastasico es el tumor, menor es la correlacién entre la
expresion de los genes CRY y PER, en particular, entre CRY2 y PER3, o PER2 y PER3 [316]. De
hecho, la ausencia de un coeficiente de correlacién negativa entre los genes BMAL y PER, como el

gue observamos en nuestra cohorte, se ha descrito que en los tumores de alto grado en el cancer
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de mama mas desdiferenciado, apoyando la idea de que el bucle de retroalimentacién negativa
del reloj circadiano es menos robusto [316]. Otro ejemplo similar al anterior, una menor expresién
de PER2 en los tumores daria lugar a una reduccién de los dimeros PER2-CRY en favor de los
dimeros TIMELESS-CRY1. Esto podria antagonizar la capacidad de los heterodimeros PER-CRY para
regular la expresion de genes clave implicados en la proliferacidn, como c-Myc y las ciclinas D1,
B1 y A2 [319], [320]. Se ha mostrado que los tumores con poco tiempo hasta la metdstasis en
cancer de mama mostraron coeficientes de correlacion mas bajos que los tumores sin metastasis

[316].

No se dispone de estudios de correlacidn similares en CCR, salvo el de Huang et al. [321]
en el que, analizando perfiles de expresion de ARNm procedente de la base de datos COAN,
encontré correlacidn positiva entre todas las proteinas del reloj en tumores de colon. Tampoco
hay estudios de correlacion mediante inmunohistoquimica que identifiquen los cambios que se
producen en la expresion a nivel de proteina, y sus diferencias entre tejidos normales y tumorales

en colon y recto.

Las proteinas en las que hemos encontrado que cambian su correlacion en tejido tumoral
frente al tejido normal podrian explicar la asociacién que hemos identificado entre estas proteinas
con la progresion de la enfermedad y la supervivencia, como trataremos mds adelante, lo que
sugiere que éstas sean los osciladores (activadores-represores esenciales) alterados en el CCR, vy,

por tanto, los que desempefian un papel dominante en el desarrollo de este tipo de cancer.

Al analizar la expresién de cada una de las proteinas con las caracteristicas clinico-

patolégicas de los pacientes, encontramos que todas ellas guardan relacion con al menos una

variable, y en general, se ha encontrado que la pérdida o disminucidon de la expresion de las
proteinas del reloj circadiano central estan asociadas a variables clinico-patoldgicas que apuntan
a tumores con peor prondstico, es decir, menor grado de diferenciacion, mas invasividad del

tumor, estadios avanzados, presencia ganglios afectados o de metdstasis al diagndstico.

Este aspecto ha sido ampliamente estudiado en una amplia gama de canceres, incluyendo
el CCR [310], [322], [323]. Las variantes polimdrficas de estos genes circadianos podrian contribuir
al riesgo de un individuo de desarrollar cancer [324]-[328]. Las interacciones entre las células del
cancer de colon y los fibroblastos asociados al tumor también pueden ser responsables de la
alteracion del reloj molecular, que potencia los fenotipos malignos de las células cancerigenas
[329]. Otros estudios han demostrado la presencia de un bucle de retroalimentacién entre el reloj

circadiano y la maquinaria epigenética en el cancer [305], [330], [331].
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La Unica excepcion a la descenso de la expresidn de las proteinas del reloj en el CCR parece
ser PER3, donde se ha demostrado que su expresion elevada se asocia al diagnéstico con peor
prondstico, adenocarcinomas tipo mucinoso, papilares y anillo de sello. Sin embargo, la expresién
de PER3 es tan baja que en la mayoria de los tumores no se observa tincién. De hecho, el 90% de
los tumores no expresa PER3 (n=231) y, por el contrario, en tejidos normales, el 90% tiene una
expresion elevada. Diversos estudios relacionan PER3 con la diferenciaciéon tumoral y la progresion

del cancer colorrectal [332]. Se ha descrito su papel como supresor tumoral en CCR, a través de

su interaccion ATM y ChK2 (checkpoint kinase 2) [302], [333], su papel pro-apoptdtico [332],
[334], y su relacién en la regulacién del fenotipo “stem” [284] mediante la inhibicién de la

autorenovacion de las CMCs [285].

En el caso de PER1 encontramos que su expresion disminuye significativamente en
estadios avanzados de la enfermedad. También se encuentra descenso de la expresion de PER2
en mujeres, y asociado a variables con peor prondstico, como el diagndstico (tipo mucinoso,
papilares y anillo de sello), tumores moderada y pobremente diferenciados, y también disminuye
su expresion con presencia de metastasis al diagndstico. Esto concuerda con algunos estudios
previos, aunque no todos encuentran relaciéon con las mismas variables clinicas. En general
coinciden en que menor expresion PER esta ligado a mayor tamafio o invasion del tumor [321],
[335], con latransicion epitelio-mesenquima [153]y menos supervivencia global [336]. Y en algin

caso se ha asociado baja expresion de PER1 con presencia de metdstasis en higado [315].

Son varios los estudios en los que asocian la baja expresion de CRY1 o de CRY2 con
variables clinicas con peor prondstico, como la localizacién del tumor; y relacionan elevada su
elevada expresion a menos supervivencia global [305], [307], [337], coincidiendo también
nuestros resultados, como trataremos mas adelante; parecen ademas proteinas bastante
relacionadas con la edad y sexo [336], [337]. En nuestra cohorte CRY2 solo aparece asociado al

Sexo, con menos expresion en mujeres.

De igual modo, BMAL1 se expresa menos en mujeres, y un descenso de su expresion se
asocia al diagndstico (adenocarcinomas tipo mucinoso, papilares y anillo de sello), presencia de
metastasis al diagndstico y estadios avanzados de la enfermedad (estadios Il y IV). Por ultimo,

no se encontrd ninguna asociacion significativa de NR1D2 con la variables clinico-patoldgicas.

Al analizar la asociacién de expresién de las proteinas analizadas del reloj central con las

variables clinico-patoldgicas en tumores de colon y recto por separado, se encontrd que algunas

de las asociaciones se perdian en tumores de recto, lo que quizds se explique por el menor nimero

de casos con respecto a la cohorte global.

-105 -



REGULACION CIRCADIANA DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRE TUMORALES EN EL CANCER COLORRECTAL
DISCUSION

En el caso de PER2 aparecen algunas diferencias entre tejidos, pero en todos los casos es
un descenso de la expresidon de la proteina lo que estd asociado a las variables con peor
prondstico. Sin embargo, al diferenciar tumores de colon y recto, encontramos asociacién de
NR1D20,w con tumores pobremente diferenciados, pero solo en tumores de colon. Y destaca
especialmente la diferencia encontrada para PER1, ya que, en tumores de colon PER1ow esta
asociado a la metastasis al diagndstico, mientras que en tumores de recto la presencia de
metdstasis estd asociada a PER1uigh. Como trataremos mas adelante, encontramos que estas

diferencias estdn relacionadas con la progresiéon de la enfermedad.

Esta descrito que la sobreexpresién de genes circadianos especificos inhibe las
caracteristicas del cancer, como la proliferacién, la migracién y la invasiéon y suprime el
crecimiento tumoral [159], [285], [303], [338], [339], lo que pone de relieve la importancia de la

desregulacién del reloj circadiano en la biologia del cancer.

La regulacion a la baja de los genes del reloj circadiano en las células cancerigenas se
asocia con frecuencia a la hipermetilaciéon de las regiones promotoras de estos genes. Se ha
encontrado hipermetilacidon de los promotores de los genes del reloj circadiano PER1 PER2, CRY1
o0 BMAL1. Ademas, en tumores donde BMAL1 est4d silenciado epigenéticamente en determinados
tipos de cdancer, el tratamiento mediante inhibidores de la metilacién regenera los ritmos

circadianos enddgenos a través del restablecimiento de la expresién de BMAL1 [162], [340]-[342].

Otro factor que influye en la expresidn de los genes del reloj es su relaciéon con p53. p53
regula la expresién de PER2 bloqueando la unién de BMAL1/CLOCK al promotor de Per2,

conduciendo a la represién de la expresidon de Per2 [176], [343].

También se han identificado varios reguladores importantes del ciclo celular como genes
controlados por el reloj y es probable que estos genes contribuyan a la alteracidn del ciclo celular
tras la interrupcién del reloj circadiano. Por un lado, la expresion de CICLINA D1 y la CICLINA E
esenciales en la progresion del ciclo celular, aumentan cuando se suprime la expresion de los
genes del reloj circadiano, facilitando una mayor proliferacidon celular. Por otro lado, los
reguladores negativos del ciclo celular como WEE1, p21 o pl6 muestran igualmente ritmos
circadianos. El dimero CLOCK/BMAL1 induce la transcripcion de WEE1 (que actta para inhibir
CDK1 y CDK2)[344], y BMAL1 regula indirectamente la transcripcién de p21, a través de su
regulacion de REV-ERBa/B y RORa/y [338], [345].

¢-MYC es un gen clave controlado por el reloj que influye en la progresion del ciclo celular
y desempena un papel importante en el mantenimiento de los cambios que se producen con la

transformacion celular, a través de su control tanto del crecimiento celular como del metabolismo
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[346]. Los tumores con menos expresion de PER2 y tumores mutantes para PER2 y BMAL1
presentan mas expresion de c-MYC, que es un factor clave en la progresién del ciclo celular [122]
y tumorogénesis [347]. Curiosamente, la expresion desregulada de MYC altera el reloj molecular
al amortiguar las oscilaciones del gen BMAL1, lo que revela la regulacion reciproca de c-MYCy el

reloj circadiano [347].

Finalmente, en relacién a la expresion de marcadores de CMCs y su relacién con las

variables clinico patoldgicas de los pacientes de la cohorte, no se encontrd ninguna asociacion

con la expresién de CD44, y solo se encontrd asociacién entre la disminucidon de CD133 con el sexo
(menos expresion en mujeres), y pérdida de expresiéon en tumores moderada y pobremente
diferenciados. Sin embargo, al diferenciar tumores de colon y recto, si encontramos asociacion
de CD44,w con la metastasis al diagndstico, solo en tumores de colon, y la asociacion de CD133

con el grado de diferenciacién se pierde en tumores de recto.

A pesar de los numerosos estudios que se han publicado en los ultimos afios con respecto
a marcadores de células madre en CCR, siguen existiendo controversias en cuanto a su expresion,
su asociacion con variables clinicas y su valor pronéstico. Muchos estudios coindicen en un
aumento en la expresién de estos marcadores en tumores con peor prondstico, en algunos casos
se asocia con un menor grado de diferenciacién, o con mayor invasidon del tumor (T4), la
localizacién en recto vs colon, y otros, con la progresién de la enfermedad [312]-[314]. Sin
embargo, hay muchos otros estudios que no encuentran asociacidn con las variables clinico-
patoldgicas, o, por el contrario, asocian la pérdida de expresion con la agresividad y/o progresiéon

tumoral [268], [311], [348], [349].

La discrepancias encontradas entre los estudios parecen deberse a que, la investigacion
del papel que desempefia CD133 y el CD44 en el cdncer se ha basado en el uso de métodos
inmunohistoquimicos para detectar la expresién de las proteina y en la citometria de flujo para
clasificar las células positivas, y una de las principales limitaciones de ambos métodos es que
requieren el uso de anticuerpos para la identificacion precisa de las células. CD133 es una
glicoproteina con multiples estructuras de N-glicanos, muy sensible a la modificaciéon de la
glicosilaciéon, que puede influir en la unidn de los anticuerpos, asi como la aparicidon de epitopos
inaccesibles debido al splicing alternativo [350]—[352]. Igualmente, CD44 es otra glicoproteina
transmembrana con varias isoformas originadas mediante splicing alternativo. Los diferentes
papeles funcionales de las isoformas CD44 estandar (CD44s) y las variantes especificas de CD44
(CD44v) no se comprenden del todo. Las CD44v contienen motivos peptidicos adicionales que
pueden interactuar con factores de crecimiento y citoquinas y secuestrarlos en la superficie

celular, funcionando, asi como correceptores para facilitar la seializaciéon celular. Ademas, los
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CD44v se suelen expresan en los tumores con metastasis, mientras que el cambio entre CD44v y
CD44s puede desempenfiar un papel en la regulacion de la transicion epitelial a mesenquimal (EMT)
y en la plasticidad adaptativa de las células cancerosas. Ademas de las diferentes isoformas,
parece también importante tener en cuenta la localizaciéon de la expresién, membranosa o
membranosa-citoplasmatica, que también puede influir en su empleabilidad como marcador de

CMCs o de TEM [263], [348].

Uno de los problemas mds desafiantes en oncologia es el proceso de toma de decisiones
en relacidn con el tratamiento de los pacientes, ya que los resultados de supervivencia varian
incluso en pacientes con caracteristicas clinicas o patoldgicas similares. Una de las caracteristicas
mads importantes para la aplicacidon de terapias adyuvantes es la extensién de la enfermedad, la

presencia de metastasis distales en el momento del diagnéstico.

En este sentido, hemos encontrado que un descenso de la expresion de BMAL1 no solo
estd asociado tumores menos diferenciados, estadios avanzados de la enfermedady a la presencia
de metastasis distales al diagndstico, sino que se ha determinado el efecto y encontrado que es
un marcador independiente, junto la presencia de ganglios afectados. Una disminucién de la
expresion de BMAL1 aumenta del riesgo proporcional en 2.26 veces de que haya metastasis
distales en el momento del diagndstico, y esto permite alertar de la presencia de metastasis

subclinicas, y personalizar el abordaje de las terapias adyuvantes.

En algunos tumores, entre ellos algunos estudios en CCR y LMA, la expresidn de Clock y
Bmall elevada se ha mostrado necesaria para el crecimiento y proliferacién celular [315], [353],
[354]. Sin embargo, todos los datos sugieren que el dimero CLOCK/BMAL1 desempefian funciones
protectoras de los tumores, aunque estas funciones pueden ser especificas del contexto y de la

enfermedad.

Se ha demostrado que Bmall regula las vias de las células madre intestinales, incluyendo
la sefializacion de Hippo, aumenta la autorrenovacion de manera dependiente de la proteina
asociada a Yes, y la pérdida del ritmo circadiano potencia la iniciacion del tumor [242], [355].
También existen pruebas significativas que sugieren que Bmall también sirve para restringir el
desarrollo de ciertos tumores, y la supresion de la expresidn de Bmall aumenta significativamente
el potencial de metastasis. Estas cualidades supresoras de tumores de BMAL1 podrian producirse
a través de la regulacién del eje de sefializacion PI3K-AKT [356], [357], via fosforilacion de BMAL1,
lo que permite que BMAL1 se asocie con la maquinaria de traduccién y estimule la sintesis de

proteinas para influir en la tumorogénesis [124], [358]. BMAL1 regula la transcripcidn ritmica de
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WEE1 controlando la de WEE2 de manera suficiente para controlar la detencién del ciclo celular.

[169]-[171].

Por otro lado, en CCR la sobreexpresion de BMAL1 aumenta la sensibilidad del cancer a
regimenes basados en OXA (FOLFOX o XELOX), aumenta la supervivencia sin progresion y la
supervivencia global de los pacientes. Mecanicamente, el efecto de Bmall se asocia a su capacidad
para regular la detencidon G2-M mediante la activacién de la via ATM aumentando la apoptosis y
la necrosis en respuesta al OXALIPLATINO [303], y también se ha descrito mejor respuesta al
IRINOTECAN [359]. La supresion de Bmall suprime la activacién de p53 inducida por la radiacién,

liberando a las células de la detencién del ciclo celular [189].

Las evidencias en relacién a BMAL1 en cuanto a sus cualidades supresoras, regulacion de
la diferenciacion y resistencia a los tratamientos quimioterapicos empleados en primera linea, lo
hacen uno de los marcadores mas interesantes a tener en cuenta para el manejo de los pacientes

con CCR, por el riesgo de presencia de metastasis subclinicas.

Las diferencias que encontramos entre PER1Low y PER1High asociados a metdstasis
distales en el momento del diagndstico en colon y recto, no se explican solo por diferencias de
expresion en la localizacidn, ya que pocos estudios encuentran diferencias significativas, y no hay
estudios en los que se comparen ambos tejidos. Esta expresion diferencial de PER1 en colon y
recto podria explicar a su vez, las diferencias que se observan cuando se estudia la expresién de
proteinas después de tratamientos quimio y radioterdpicos. Solo algunas proteinas modifican su
expresion con respecto al tumor primario en recto tras tratamiento, PER2, CRY2 y Clock; y no se
modifica la expresion PER1, CRY1 y BMAL1L [360], lo que de nuevo podria indicar qué proteinas
son los reguladores principales en cada tipo de tejido. De hecho, los cdnceres colorrectales del

lado derecho no se benefician de las terapias antiEGFR [20].

También hemos encontrado importantes evidencias del papel de las proteinas del reloj en

la progresion de la enfermedad, tanto en la aparicién de metastasis distales tras el diagndstico,

como la aparicidén de recidivas locales y en el tiempo de supervivencia libre de enfermedad.

La expresion elevada de CRY1 ha resultado un marcador especifico de apariciéon de
metastasis distales tras el diagndstico en CCR, aumentando el riesgo de aparicién de metastasis

antes de los 3 ainos en 5.06 veces y en 4.44 veces antes de los 5 afios.

Al analizar recidivas locales tras el diagndstico, encontramos que NR1D2 elevado y una
expresion baja de CD44 también se ha mostrado como factor prondstico para la aparicion de

recidivas locales.
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Y, por ultimo, al analizar el tiempo de aparicién de cualquiera de los dos eventos,
independientemente de que sean por metastasis distales o recidivas encontramos que CRY1high

y CD44low, son factores que disminuyen tiempo libre de enfermedad a 3 y 5 afios.

Y en tumores de colon se han encontrado tres marcadores de riesgo independientes,
CRY1High, CD44Low y PER1Low. En nuestro estudio, la expresion de CD44Low estd asociada a
metastasis al diagndstico solo en tumores de colon. Por otro lado, PER1 disminuia su expresion
en tumores de colon y aumentaba en tumores de recto. De ahi que CD44 y PER1 aparezcan
también como marcadores en tumores de colon y no en tumores de recto. Esto, por un lado,
permite emplear CRY1 como marcador de progresion de la enfermedad ligada a la aparicién de
metastasis tras el diagndstico en CCR independientemente del 6rgano o localizacidn de tumor
primario. En el caso de tumores de colon se pueden emplear solo o juntos a CD44low y PER1low,
y hace necesario llevar a cabo estudios en cohortes de tumores colorrectales para confirmar si en
tumores de recto es la sobreexpresién de PER1 también aumenta el riesgo de aparicion de

metastasis.

Al igual que otras proteinas centrales del reloj circadiano, existen discrepancias en la
literatura sobre la expresién de CRY1 en el tejido tumoral frente a la mucosa normal. Estudios
anteriores han demostrado una disminucién de CRY1 en los tumores en comparacién con la
mucosa normal [337], lo que coincidiria con nuestros resultados. Sin embargo, otros autores han
encontrado lo contrario [336] y asocian una expresion elevada con un TNM avanzado y ganglios
afectados [305]. Es muy importante tener en cuenta que la expresion de CRY1 cambia a lo largo
del tracto coldnico [305], [337] y también esta relacionada con la edad y el género [307], [330].
Por tanto, la expresion de CRY1 estd condicionada por estos dos aspectos y explicaria las

diferencias encontradas entre los diferentes estudios.

A nivel molecular, las mutaciones del gen Cryl en ratones provocan una baja expresion de
la proteina CRY1 y la regulacién a la baja de c-MYC [361], que es esencial para la tumorogénesis
colorrectal [362]. Otros estudios han demostrado que CRY1 modula la reparacion del daio en el
ADN mediada por ATR, aumentando la supervivencia de las células [172]. La expresidn ectopica
de CRY1 y CRY2 dio lugar a una reduccién de la apoptosis, un aumento de la proliferaciéon y una
respuesta diferente al 5-fluorouracilo y al oxaliplatino [307]. También se ha demostrado
resistencia al cisplatino en células con CRY1High en tumores de vejiga; desde un punto de vista
mecanistico, CRY1 actua promoviendo la degradacién de p53, permitiendo a la célula escapar a la

senescencia que induce el cisplatino [363].
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Experimentalmente se ha demostrado que la sobreexpresion de CRY1l promueve la
proliferacién y migracion, y, por el contrario, el descenso de la expresién inhibe la formacién de

colonias [305] por lo que podria ejercer un papel en la regulacion de las CMCs.

Estudios previos sugieren que una via mediada por Cryl-cAMP/PKA-RhoA esta implicada
en la migracidn y la metastasis del CCR, y se apuntaban que podia ser empleado como marcador
para determinar la progresiéon del CCR, al encontrar relacidn con TNM, ganglios afectados y en

algunos estudios también ligado a supervivencia global.

Nuestro estudio confirma que no solo puede ser un marcador de progresidn, sino que es

un marcador de riesgo de aparicidon de metastasis distales tras el diagndstico.

Por otro lado, en nuestro estudio encontramos una fuerte correlacidn positiva entre CRY1
y CD44 en tejidos normales, que en los tejidos de CCR se invertia de forma significativa. Parece
por tanto que pueda existir alguna relacion entre la elevada expresién de CRY1 y la baja expresién
de CD44 que encontramos asociada a la progresion de la enfermedad. Ademas de aparicién de
metastasis distales, encontramos CD44Low, asociado a la aparicidon de recidivas locales, y los
pacientes con CRYHigh-CD44Low muestran menores tiempos de supervivencia libre de
enfermedad. Hasta el momento se desconoce el mecanismo molecular que pueda estar detras

de esta asociacion.

Un candidato podria ser p53. Se ha encontrado que la expresién de CD44 en mucosa
normal y tumor es dependiente de estado de p53 (mutado o salvaje) encontrando ademas
interacciones con las vias de sintesis de melatonina [364], [365]. P53 inhibe la expresion de la
molécula de superficie celular CD44 mediante la unién a una secuencia no candnica de unidn a
p53 en el promotor de CD44 [365]. La expresidn de CD44 también esta relacionada con las vias
de B-catenina y AKT en las células de cdncer de mama y de cuello de Utero. La inhibicién tanto de
la expresion de B-catenina como de la via AKT suprime la expresion de CD44 [366]. Otros
mecanismos descritos en la regulacién de la expresidon de CD44 son los miARN [367], [368], la
hipermetilacién [369] y la regulacidn postranscripcional. En este sentido, el cambio de isoformas
de CD44 contribuye a la metastasis del cancer. La isoforma CD44s promueve la EMT y su
eliminacion la inhibe. La proteina reguladora del splicing epitelial 1 (ESRP1) es esencial para
promover la inclusién de exones de las isoformas de CD44 y necesaria para la expresion de las
isoformas CD44v [370]. La disminucion de la expresidn de expresion de ESRP1 da lugar al cambio
de expresion de CD44v a CD44s. La eliminacion transitoria de CD44 en las células de cdncer de
colon humano dio lugar a la regulacion al alza de AKT, mientras que la sobreexpresién de

isoformas variantes de CD44, como v3-10 o v8-10, provocd la desactivacion de AKT [370]-[372].
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La evidencia creciente sugiere también una asociacion entre la regulacién del splicing
alternativo y el reloj circadiano en varios organismos, en particular en los mamiferos [117], [373].
Trabajos recientes apuntan a una compleja interaccion entre el reloj circadiano y los eventos de
splicing alternativo que subyacen a diferentes tipos de cancer, incluido el CCR [374], [375]. El
silenciamiento de BMAL1, NR1D1 y PER2 provocaron cambios en el espliceosoma de diversas
proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular y la EMT, incluido CD44 que fue modificado

por NR1D1 [376].

Por ultimo, el microambiente tumoral desempena un papel activo en la promocién de la
progresion del tumor, ya que el factor de crecimiento o el ligando secretado por los CAF (cancer-
associated fibroblasts), puede interactuar con CD44 causando un fenotipo maligno o
desencadenando la sefializacién descendente que promueve el tumor y contribuye al
mantenimiento de las poblaciones de células madre cancerigenas en el microambiente tumoral

[377].

Aunqgue CD44 es un reconocido marcador de células madre tumorales, su expresion en
tumores sigue siendo controvertida. Por un lado, se espera que como marcador de CMT solo esté
presente en un pequefio porcentaje de la poblacidon tumoral, de hecho, muchos estudios refieren
gue la expresion de CD44 elevado se cifie solo a células metastasicas, encontrando poca expresion
en tumor [314], y, sin embargo, otros estudios observan expresion en elevada en tumores, pero
no identifican a CD44 por si solo como marcador ([349], [378], y por ultimo, estudios para explicar
el papel del CD44 en la progresién tumoral mediante analisis in vitro [379]. Como hemos
comentado anteriormente, las discrepancias en cuanto a la expresion de CD44 y su relacién con
el prondstico del CCR puede aun deberse a las distintas variables de CD44 y la diferentes técnicas
determinacién. No se dispone de muchos los estudios que mediante que inmunohistoquimica
determinen la relacién de las diferentes variantes de CD44 con progresion de la enfermedad en

grandes cohortes de pacientes.

La recidiva local se ha asociado clasicamente con células tumorales viables que
permanecen in situ tras la reseccion del tumor. Esto puede deberse a una técnica operatoria
deficiente o a una biologia mas agresiva de los tumores en los que las células viables han escapado
a los limites de la resecabilidad [287], [380]. Mas recientemente, factores tumorales como la
enfermedad localmente agresiva, la obstruccidn o los multiples ganglios linfaticos positivos se han
relacionado con altas tasas de recidiva local, mds que con la adhesidn a los principios quirurgicos
oncoldgicos en la reseccion del cancer de colon [287]. Hemos identificado una alta expresion de
NR1D2 en el tumor como un factor prondstico independiente para el desarrollo de recidiva local.

Al igual que en el caso de CRY1, aunque la expresién de NR1D2 estaba reducida en el tejido
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tumoral en comparacién con la mucosa normal, los pacientes con una mayor expresion de esta
proteina también presentan un riesgo mayor, de desarrollar recidiva local. NR1D2 es una variante
de NR1D1y se han descrito funciones redundantes de ambas proteinas en la regulacion del ritmo
circadiano, el metabolismo y la respuesta inflamatoria [331]. Sin embargo, mientras que NR1D1
es mas abundante en los tejidos normales, la NR1D2 es la variante principal en varias células
cancerosas humanas y NR1D2 tiene un papel regulador dominante en la represién de sus genes
diana; el silenciamiento de NR1D2 tiene efecto sobre la expresion de genes del reloj y otros genes
relacionados con el metabolismo, mientras que el silenciamiento de NR1D1 no tiene ningun efecto

en este sentido [381].

EI NR1D2 regula la proliferacidn y la motilidad de las células del glioblastoma [382], acelera
la progresion del carcinoma hepatocelular al impulsar la transicidn epitelial a mesenquimal [383],
y estd implicado en la proliferacion y diferenciacion de las células madre neuronales, regulando la

expresion génica de las ciclinas [384].

Recientemente, también se ha implicado en los mecanismos de resistencia al tratamiento
en el cancer de prostata [385] y se estd explorando como diana terapéutica por su importante

papel en la regulacidn del metabolismo celular y la autofagia [212], [381].

NR1D2 se expresa de forma muy similar en muchos tejidos, lo que indica que es un
componente crucial en el reloj molecular, que regula la transcripcion de Bmall. Su alteracién no

desencadena una disrupcion del ritmo, pero si una represién de BMAL1 [109], [386].

Al analizar la supervivencia global, encontramos que uno de los marcadores de menor
supervivencia es la expresion elevada de CD133, para el que no se ha encontrado asociacién con
progresidn de la enfermedad, y la Unica asociacién encontrada con variables clinicas-patoldgicas
es la diferenciacién tumoral. Al igual que CD44 y otros marcadores descritos como CMCs, existe
cierta controversia en su papel para la carcinogénesis y progresion, y ciertos analisis in vitro para
determinar el potencial como marcador de CMCs se ha encontrado que en algunos casos los
tumores mas agresivos eran aquellos que no expresaban CD133 [387], [388]. Sin embargo,
numerosos estudios clinicos recientes han indicado que CD133 presenta un valor prondstico
significativo para predecir la supervivencia de los pacientes con cancer colorrectal [349], [389]-

[393].

En nuestro estudio hemos encontrado, que son marcadores de supervivencia global
tanto a 3 como a 5 afios CYR1uigh Yy CD4410w, coherente los todos resultados previos, ya que

CRY1High ha mostrado una fuerte asociacion con la apariciéon de metastasis tras el diagndstico y
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recaidas en la enfermedad. Por otro lado, CD44Low también se encontré asociacion con la recidiva
local, las recaidas, y en el caso de tumores de colon también con la aparicion de metastasis a los
3 y 5 afos tras el diagndstico, coincidiendo ademds ambos marcadores con los resultados de
supervivencia libre de enfermedad. Hemos encontrado ademas que también son marcadores la

expresion CYR1High y CD133 high.

En nuestro estudio encontramos una interacciones entre las proteinas del reloj circadiano
y los marcadores de células madre en relacidn a la progresion, supervivencia libre de enfermedad
y supervivencia global al CCR. Los estudios sugieren que los genes utilizados para generar los
ritmos circadianos también sirven para regular la TEM asi como los procesos de diferenciacion, y
desdiferenciacién [276], [305], [307], [336]. La mayoria de los factores centrales del reloj se
expresan a niveles mas bajos en las células madre pluripotentes en comparacion con las células
diferenciadas, pero Cryl es una excepcion, ya que los niveles de expresién son mas altos en las
células madre (Dierickx et al., 2017, Umemura et al., 2017). Por otro lado, se ha encontrado
relacion entre la capacidad regenerativay produccidn de células progenitoras CD24+y CD133+,
con el reloj circadiano [395] y el aumento de las células tumorales circulantes y metdstasis durante
la noche [204]. En estudios in vitro se ha demostrado un aumento de marcadores de células
madre OCT4, nestina, MSI1 y CD133, condicionados al estado de PER2 [276], |a inhibicidén de la
capacidad autorrenovaciéon de las CMC con sobreexpresion de PER3 [285], y la disminucién de la

expresion de CD44 y CD133 mediante la inhibicién de CLOCK [396].

Los agonistas de moléculas pequefias de dos reguladores negativos independientes de
BMAL1-CLOCK, los criptocromos y los REV-ERB, regulan a la baja los factores de las células madre
y reducen el crecimiento de las GSC. En estos estudios, ademas de la relevancia clinica, se mostré
gue la intervencién farmacolégica en las redes circadianas interrumpid especificamente el

crecimiento y la autorrenovacion de las células madre cancerigenas [283].

Aunque no se ha encontrado ningun estudio hasta el momento, que explique el mecanismo que
subyace tras la relacién entre CRY1, CD44 y CD133, nuestros resultados muestran que no solo
existe relacion entre los marcadores del reloj y los marcadores de células madres, sino que esta

asociacion es determinante para la progresién y prondstico del cancer colorrectal.
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6 CONCLUSIONES

De este estudio pueden obtenerse las siguientes conclusiones:

1. Las proteinas del reloj circadiano central PER1-3, CRY1, NRID2 Y CLOCK y el marcador de
CMCs CD133 podrian utilizarse para discernir entre muestras normales y tumorales en el CCR,

segun se extrae de los datos obtenidos de las curvas ROC.

2. Las diferencias observadas en la correlacién de la expresidn entre las diferentes proteinas
en tejido tumoral y tejido normal de colon indican cambios en la regulaciéon de los ciclos
retroalimentados de transcripcion traslacidon que controlan su expresion, lo que lleva también

a cambios en la regulacién de los marcadores de CMCs vy, por tanto, a su fenotipo.

3. Nuestros resultados demuestran que existen diferencias claras en la regulacion de la
progresion y el prondstico de la enfermedad por parte de las proteinas del reloj circadiano y

los marcadores de CMCs en colon y en recto.

4. La proteina BMAL1 podria considerarse como un marcador de metdstasis al diagndstico
en cancer de colon, mientras que en cancer de recto el marcador seria la proteina PER1. Esto
tendria aplicabilidad clinica en el manejo de estos pacientes permitiendo terapias
personalizadas, ya que, permitiria detectar metastasis subclinicas (ocultas o microscépicas)

gue, mediante otras técnicas no seria posible.

5. La proteina CRY1 parece ser un marcador de prondstico de desarrollo de metastasisa 3y

5 afios en CCR en general y especificamente en tumores de colon, junto a la proteina CD44.

6. Las proteinas NR1D2 y CD44 podrian considerarse marcadores de desarrollo de recidiva
local a los 3 y 5 afios del diagndstico de la enfermedad, en el total de casos de CCR vy

especificamente en cancer de colon, sin incluir casos de cancer de recto.

7. CRY1yCD44 podrian actuar como marcadores de supervivencia libre de enfermedad a los
3 y 5 anos después del diagndstico de la enfermedad en todos los casos y especificamente en

cancer de colon.

8. CRY1y CD133 podrian considerarse marcadores de supervivencia global a los 3 y 5 afios
después del diagndstico de la enfermedad en todos los casos y especificamente en cancer de

colon.

9. Los resultados obtenidos con los anticuerpos utilizados para los marcadores de CMCs,
aunque son concordantes con la literatura al respecto en estudios de expresidon realizados
mediante IHQ, al menos en el caso de CD44, no podemos considerar que un aumento de la
proteina sea indicativo de mayor probabilidad de aparicién de metdastasis y recidiva en estos
pacientes, y, por tanto, de un cambio hacia un fenotipo mas agresivo de las CMCs, al menos en

nuestra cohorte.
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