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ABREVIATURAS

AZT: Acido timidina

CCR: Cancer Colorrectal

CCHNP: Céncer Colorectal Hereditario No Poliposico (Sindrome de Lynch)

CEA: Antigeno Carcinoembrionario

ddG: Didesoxiguanosina

DEL: Delecion

DNA: Acido Desoxirribonucleico

Gen GAPDH: Gen que codifica la encima glutaraldehido fosfato
deshidrogenasa

ETM: Exéresis Total del Mesorrecto

H.C.U.: Hospital Clinico Universitario (Valencia)

hTERT: Gen que expresa la subunidad catalitica de la telomerasa humana

hTERTnN: Gen que expresa la subunidad catalitica de la telomerasa humana
normalizado

hTR: Gen que expresa el molde de RNA complementario del telémero

LIE: Lesion intraepitelial escamosa

mRNA: Acido Ribonucleico mensajero

MMR: Genes reparadores del DNA

ODNs-AS: Oligonucledtidos Antisentido

PCNA: Proliferative cell nuclear antigen

PAAF: Puncidn aspiracion con aguja fina

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PSA: Antigeno especifico prostatico
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RNA: Acido Ribonucleico

ROC: Response Operating Characteristic

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Transcripcion inversa

RT-PCR: Transcripcion inversa-Reaccion en cadena de la polimerasa
qRT-PCR: RT-PCR cuantitativa

VPH: Virus papiloma humano

TAG-72: Glicoproteina-72 asociada a tumor

Tg: Tiroglobulina

TP;: Glicoproteina asociada a telomerasa

TRAP: Telomerase Repeat Amplification Protocol
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INTRODUCCION

El céancer colorrectal es actualmente una de las causas de muerte mas frecuente.
De hecho, supone la tercera causa de muerte después de las enfermedades
cardiovasculares y el cancer de pulmon, siendo el segundo tumor en frecuencia si
incluimos ambos sexos en nuestro pais. Solamente en la Comunidad Valenciana se
diagnostican entre 1200-1300 casos de cancer colorrectal anualmente. En el afio 1990
este tumor fue el responsable de 800 muertes en esta comunidad'. Actualmente en el
Servicio de Cirugia del Hospital Clinico Universitario de Valencia se intervienen a mas
de 280 nuevos casos anuales, y los pocos datos fiables de nuestro entorno siguen
arrojando incidencias crecientes en los wltimos afios”. En la figura — 1 se muestra la

incidencia ascendente que tiene este tumor en nuestra actividad quirtrgica:

13



INTRODUCCION

Figura 1. - Incidencia de CCR en pacientes operados en el HCU: 1986-2005.

Todo ello indica que la repercusion desde el punto de vista médico y social del
cancer colorrectal, constituye hoy un desafio que justifica cualquier planteamiento de
investigacion, encaminado a mejorar los resultados de nuestra actuacion en estos
pacientes de tan alta prevalencia en nuestro medio. Se ha avanzado mucho en cuanto al
conocimiento del genoma y las diferentes mutaciones implicadas en el cancer
colorrectal, pero también en cuanto a su tratamiento, tanto quirargico como el de quimio
y radioterapia, con lo que en la actualidad poseemos diversas armas en la lucha contra
dicho cancer.

En la mejoria de los resultados alcanzados en el manejo del cancer colorrectal,
ha contribuido de forma significativa el tratamiento quirdrgico, cuyos principales logros
se pueden resumir en las siguientes acciones:

1. Introducir una nueva técnica y tactica quirurgicas en el tratamiento de
estos pacientes, sobretodo en el tratamiento quirirgico del céncer de
recto.

2. Implicacion de los cirujanos para impulsar el manejo multidisciplinario
en este tipo de cancer, especialmente en los tratamientos adyuvantes y

neoadyuvantes.
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3. Asimismo, el cirujano no ha sido ajeno a los avances desde el punto de
vista epidemioldgico, etiopatogénico y diagndstico. Se ha participado en
los estudios de cribaje, en la incorporacion de nuevas tecnologias para
mejorar la estadificacion sobretodo preoperatoria (ultrasonografia
endorrectal, RNM, etc.), investigacion de nuevos marcadores tumorales,
y finalmente, en la implicacion en los estudios genéticos y de biologia
molecular, tanto en los canceres colorrectales esporadicos como en los

hereditarios.

Durante la tltima década, con la introduccion de renovados y nuevos conceptos
anatomicos, la evidencia del impacto prondstico de los implantes mesorrectales distales
al tumor, asi como la infiltracion circunferencial mesorrectal de esta neoplasia, han
cambiado la tactica y técnica quirtrgica de la exéresis del cancer de recto. Sin embargo,
uno de los problemas maés dificiles de resolver, ha sido y es el difundir una depurada y
exquisita técnica quirtrgica, que requiere la exéresis de este cancer’’. En nuestra
experiencia, como medio importante de aprendizaje ha sido volver a los estudios de
diseccion anatémica en pelvis tanto masculinas como femeninas de cadaveres’. En las
figuras 2 y 3 se muestran algunos de los detalles anatomicos claves, estudiados por

nuestro grupo, para una correcta ejecucion quirargica de estos pacientes.

15
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Figura 2. - Pelvis de mujer en cadaver: Se muestra la diseccion del mesorrecto.

Gracias a ello, uno de los progresos actuales de la cirugia del cancer de recto,
viene condicionado por la adopcion y la correcta realizacion de la exéresis total del
mesorrecto (EMT), siendo la cirugia ideal del cancer de recto con preservacion de
esfinteres para casi el 90% de los pacientes. Ello, ha llevado a una reduccion media de
las recidivas locales del 19% al 6% a expensas de la concentracion de pacientes, la
especializacion y la creacion de unidades de cirugia colorrectal, incrementandose con
ello la supervivencia. En las figuras 4, 5, 6 y 7 se muestra la evolucién®’ de los

resultados de nuestros pacientes.
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Figura 4. - Incidencia proporcional del cancer de recto en relacion con el cancer de
colon en el HCU: 1986-2005.
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Figura 5. - Cancer de recto de tercio medio (1986-2005): Evolucion de la cirugia con
preservacion de esfinteres.

Figura 6. - Cancer de recto de tercio inferior (1986-2005): Evolucion de la cirugia con
preservacion de esfinteres.
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Figura 7. - Cancer de recto (1986-2005): Evolucion de las recidivas loco- regionales.

[ 1986/1990
M 1991/1995

[11996/2001
W 2002/2005

Las razones que justifican este hecho son: El diagnodstico precoz mediante
endoscopia, programas de cribaje® en los pacientes de alto riesgo (mayores de 50 afios,
antecedentes familiares de CCR, colitis ulcerosa), mejoria de la técnica quirurgica,
mejores cuidados pre-intra-postoperatorios y mejoria en los criterios de diagndstico y
estadificacion. Esta mejoria de resultados se aprecia en los tumores con extension local
o regional. La supervivencia, tras la cirugia considerada curativa, estd marcada por el
desarrollo de recidivas tanto locales como a distancia’'®. Existe una fuerte relacion
entre la recidiva local y la supervivencia. En resecciones consideradas como curativas la
tasa de supervivencia a los 5 afios varia del 40 al 80% en funcion de la tasa de recidiva
local obtenida por cada cirujano''. Hermanek'? ha realizado un calculo de la frecuencia
de muertes por cancer en relacion a la frecuencia de recidiva local. Con un control local
de la enfermedad del 100%, las muertes por cancer serdn de un 17%; un control local
del 95%, condiciona una mortalidad por cancer del 20%; y con un control del 80%,
ocurrirdn un 31% de muertes por cancer. Por tanto, para disminuir las muertes en este
tipo de cancer, el primer paso debe ser conseguir un control adecuado de las cifras de
recidiva local, por lo que el tratamiento eficaz implica a medio plazo una reduccion de

la tasa de recidivas locales y a largo plazo un incremento de la supervivencia.
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1. - PATOGENIA DEL CANCER COLORRECTAL:

Uno de los aspectos que mas interés ha despertado en los tltimos afios, ha sido la
identificacion de los defectos genéticos en el CCR. Sin embargo, la patogenia de esta
enfermedad contintia obedeciendo a complejas interrelaciones entre la configuracion
genética y su entorno medioambiental.

Los factores etiopatogénicos implicados en este tipo de cancer son los siguientes

(figura-8):

FACTORES INTRACELULARES:
ALTERACIONES GENETICAS

)0\ 0\o\ o\ o\ 9\ o\ory

FACTORES |
INTRALUMINALES ||

N\ YIIIIINS

FA DE FACTORES
SUPERFICIE EXTRACELULARES:
EPITE HORMONALES

Figura 8. - Factores patogénicos en el CCR.

A) FACTORES INTRALUMINALES: Los habitos alimenticios y la ingesta de
ciertas sustancias quimicas influyen claramente sobre el epitelio colorrectal,
favoreciendo el desarrollo de adenomas y cancer, entre ellos cabe destacar:

1. Habitos dietéticos con ingesta abundante de carnes y grasas, asi como
carbohidratos refinados.

2. Ingesta deficiente de fibra vegetal.

3. Diversas vitaminas y sales minerales han demostrado, sobretodo a nivel
experimental, un efecto protector sobre la formacion de adenomas y
CCR. La vitamina D tiene efecto sobre el retraso del crecimiento celular,
las vitaminas A, C y E, asi como el selenio, se consideran también

factores de proteccion por sus efectos antioxidantes y citoprotectores.
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B) FACTORES EXTRACELULARES: Se conoce ¢l efecto de ciertas hormonas,
algunos estudios han demostrado mayores concentraciones de gastrina en pacientes
portadores de adenomas y/o CCR, de la misma manera en pacientes acromegalicos
(hormona del crecimiento), se ha visto que tienen mayor incidencia de polipos y CCR.
Se ha constatado que un 70% de mujeres con cancer de colon poseen receptores

estrogénicos positivos.

C) FACTORES SOBRE LA SUPERFICIE DEL EPITELIO INTESTINAL: Se
ha estudiado la relacion entre la enfermedad inflamatoria intestinal cronica y el CCR. La
colitis ulcerosa evolucionada se considera como enfermedad de alto riesgo,
probablemente la inflamacion reiterada sobre el epitelio, pudiera explicar la displasia
epitelial y el desarrollo posterior de carcinoma, aunque también se ha visto que en estas
enfermedades también confluyen factores intraluminales semejantes al cancer

esporadico.

D) FACTORES INTERCELULARES; GENETICOS Y HEREDITARIOS: En
los ultimos 15 afios, el CCR ha resultado ser uno de los tumores mas estudiados desde el
punto de vista genético. La posibilidad que brinda la secuencia adenoma-cancer y su
facil accesibilidad endoscopica, ha permitido el estudio de los cambios genotipicos que
van desde la mucosa normal y la hiperplasia, hasta el cancer invasor, pasando por los
diversos tipos evolutivos del adenoma: tubular, tabulo-velloso y velloso'>'*. Asimismo,
la existencia de formas hereditarias de este cancer'’, asociadas o no a la poliposis
adenomatosa familiar, ha facilitado el desarrollo de una hipotesis genética en el proceso

de carcinogénesis colorrectal.

20



INTRODUCCION

2.

- BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER;

GENETICA Y CANCER COLORRECTAL:

Como hemos mencionado, durante los ultimos afios se han realizado progresos

muy importantes en el conocimiento de las bases biologicas y bioquimicas del cancer.

Asi, los conocimientos del cancer, como proceso patologico se han visto reforzados por

la consideraciéon del cincer como un trastorno genético adquirido. En efecto, las

alteraciones genéticas parecen desempefiar un papel esencial en la oncogénesis. Existen

diversos datos que apoyan esta conclusion:

1.

Se han encontrado diversos ejemplos de grupos familiares con tipos
histologicos especificos de tumores.

Las anomalias cromosomicas incluidas en la linea de células germinales
confieren un mayor riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer (por
ejemplo, leucemia en la trisomia 21).

Con frecuencia, los tumores presentan reagrupamientos somaticos
especificos que afectan a cromosomas o a genes (por ejemplo, leucemia
mieloide cronica).

La disminucién de la capacidad para reparar las lesiones del ADN
secundarias a la accion de mutagenos se acompafia de un aumento en el
riesgo de neoplasia (por ejemplo, xeroderma pigmentosa).

La capacidad de los distintos agentes para mutar el ADN y su capacidad
para actuar como carcindgenos estéa estrechamente relacionada.

Las mutaciones o expresion no regulada de determinados genes pueden
convertir células que se comportan normalmente, en células que se

comportan de forma maligna.
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2.1. MECANISMOS MOLECULARES SUBYACENTES A
ESTAS ANOMALIAS GENETICAS:

a) Oncogenes: Son genes que pueden producir transformacion maligna cuando
se expresan de forma inadecuada debido a mutacion, a ampliacién, o a nueva
disposicion. Los protooncogenes son los genes normales que desempefian un importante
papel en la proliferacion y diferenciacion celular normales, pero que son susceptibles de
ser mutados y convertirse en oncogenes, provocando la aparicion de cancer. En la
mayor parte de los casos codifican factores de crecimiento, receptores, u otras
moléculas implicadas en las vias de transduccion de la sefial, o factores que regulan la
trascripcion génica. Es importante destacar que para los protooncogenes es suficiente la
activacion de uno de los dos alelos para alterar la fisiologia celular, lo que permite
clasificarlos como de actuacion dominante. El nimero de protooncogenes identificados
hasta ahora sobrepasa los 50, y se cree que podrian alcanzar los 100.

b) Antioncogenes o genes supresores de tumores: Actian inhibiendo el

crecimiento celular, una categoria relacionada de estos genes estan implicados en la
génesis tumoral cuando se pierden o inactivan. La transformacion maligna debida a
genes supresores es recesiva, de forma que ambos alelos deben alterarse. Sin embargo,
puede parecer que estos genes tengan un patron de herencia dominante debido a que un
alelo puede estar borrado constitucionalmente o debido a que el producto del gen
anormal puede inactivar al del gen normal, como ocurre en el caso de p53. Este gen
parece actuar como “policia molecular” o “guardian del genoma”, de modo que impide
la progresion del ciclo celular cuando el ADN se ha lesionado por radiacion,
quimioterapia, u otros agentes. En efecto, una de las funciones mas importantes de p53
es la de actuar como guardian de la integridad gendmica. Cuando las células sufren
algun dafio génico, p53 detiene el ciclo celular al final de la fase G1, para que no se
replique el genoma hasta que se haya reparado la mutacion. En el caso de que las
alteraciones sean muy graves, p53 pone en marcha los mecanismos de apoptosis
(muerte celular programada) para impedir que se perpetuen defectos en la poblacion
celular. Puede con ello advertirse facilmente el enorme riesgo que corren las células
cuyo p53 es inactivo o inexistente, de acumular mutaciones en genes clave para la

proliferacion y transformarse en células cancerosas.
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2.2. MECANISMOS DE ACTIVACION ONCOGENICA:

1. Mutacion puntual: Lleva apareado el cambio de una unica base, que a su

vez cambia un aminoacido. Esto parece ser suficiente para modificar la
conformacion de la proteina de manera que altera el metabolismo celular
y predispone a la célula a la transformacion maligna. Este hecho solo
ocurre cuando la mutaciéon puntual afecta a una regioén critica de la
molécula. El ejemplo clésico lo proporcionan los genes ras, que se
encuentran activados por este mecanismo en el 30% de los canceres
humanos.

2. Reordenamiento genético: Es el sustrato molecular de las alteraciones

que se observan en los tumores con traslocaciones cromosdmicas. El
ejemplo mas importante es la traslocacion 9:22 encontrada en la
leucemia mieloide crénica. En este caso, el oncogen abl esta truncado y
yuxtapuesto a un gen denominado bcr en otro cromosoma.

3. Delecion: La deleciéon de porciones de un gen puede conducir a una
expresion o una funcidon aberrante. Esto es lo que ocurre con erbBl1, el
gen que codifica el factor de crecimiento epidérmico.

4. Amplificacion: El oncogén se replica multiples veces, bien en forma de
copias cromosOmicas repetidas secuencialmente o de particulas
extracromos6micas. La amplificaciéon génica origina a menudo la
sobreexpresion del producto génico, y esta puede desencadenar una
proliferacion celular anormal. Este parece ser el caso del gen N-myc en
los neuroblastomas.

5. Insercion de un virus en un cromosoma. La expresion inoportuna de un

oncogen puede ser consecuencia de la insercion de un genoma virico en
un cromosoma celular, de forma que el protooncogen se encuentre bajo
el control trascripcional de la secuencia regulada del virus.

6. Peérdida o inactivacion de antioncogenes: lLa elevada frecuencia de

determinados canceres en ciertas familias, sugiere que exista una
predisposicion genética hacia esas enfermedades. Un ejemplo de este

fendmeno se presenta en el retinoblastoma, asociado a la herencia de una

23



INTRODUCCION

copia del cromosoma 13 que presenta la delecion de un determinado
segmento, dicho segmento contiene el gen Rb que codifica un factor que
reprime la proliferacion celular incontrolada; el producto del gen Rb

actlia como supresor tumoral, siendo por lo tanto antioncogén.

En relacién con la inactivacion de genes supresores de tumores se han descrito
mecanismos de mutagénesis similares a los de la activacion de los oncogenes. La
diferencia principal proviene del hecho de que en este caso es necesario inactivar ambos
alelos, y este requerimiento a menudo significa que hay una combinacion de
mecanismos en el proceso. El hallazgo mas comun incluye la delecion completa de uno
de los alelos y la delecion parcial del otro. Otras combinaciones frecuentes son la
delecion con mutacion puntual, la mutacion puntual seguida de no disyuncién y la
mutacion puntual que se acompafia mas tarde de conversion génica o de recombinacion
mitotica.

Los factores capaces de originar mutaciones pueden ser exdgenos o enddogenos.
Los factores exdgenos incluyen agentes fisicos (radiaciones), quimicos (tabaco,
citostaticos) y bioldgicos (virus). Como se ha visto, los procesos enddgenos estan
relacionados con la maquinaria enzimdtica responsable de la replicacion y del
mantenimiento de la fidelidad en el ADN celular.

Actualmente se acepta que el cancer es un proceso multifasico (Figura-9),
considerando este concepto, el cancer puede definirse operativamente como una
enfermedad desencadenada por la acumulacion de alteraciones genéticas.

Experimentos descritos sugieren que estas alteraciones tienen que acumularse en
un grupo especifico de genes responsables del control de la proliferacion celular, estos
son los oncogenes y los genes supresores de tumores, de manera que estas
investigaciones concluyen que la patogenia del cancer es la subversion de los
mecanismos celulares de proliferacion por la acumulacion de alteraciones genéticas en
los oncogenes y en los genes supresores de tumores. Con ello, se sustenta mdas la
hipdtesis segun la cual el componente hereditario en el céncer tiene un papel mas
importante de lo que se pensaba a raiz de los estudios realizados en los gemelos
univitelinos. Esto podria explicarse si se considera que lo que se hereda es la

predisposicion al céncer, y aunque esta sea igual en dos gemelos univitelinos, es
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imposible que su interaccidon con el ambiente haya sido idéntica. Por lo tanto, la estrecha
interrelacion entre los componentes genéticos y ambiental tiene fundamental

importancia para explicar el origen del cancer.

Figura 9. - EIl cancer como un proceso multifisico.
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2.3. GENETICA Y CANCER COLORRECTAL:

Los cirujanos siempre han sido protagonistas de los grandes avances médicos.
Tanto el desarrollo de antisépticos y antibiodticos, la fisiopatologia del shock y la
transplantologia contaron con el indispensable aporte de los cirujanos. En este nuevo
milenio es el desarrollo genético el que ofrece una nueva oportunidad para continuar
con esta tradicion. Si bien la profundidad de la biologia molecular probablemente sea de
interés para unos pocos, el conocer sus bases se hace cada vez mas necesario en la
practica diaria.

El cancer colorrectal es desde hace muchos afios el modelo sobre el cual se basé
la mayor parte del conocimiento de la carcinogénesis y probablemente el mas relevante
dado sus implicaciones précticas. Si bien, el 80% de los pacientes con cancer colorrectal

no tienen antecedentes familiares, aproximadamente entre un 8 y 10% tienen familiares
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afectos y entre un 4 y 8 % presentan formas hereditarias. Los procesos en biologia
molecular han aclarado de manera importante los conocimientos sobre la fisiopatologia
de la apariciéon de céancer colorrectal (CCR). La identificacion de las alteraciones
genéticas esenciales durante el desarrollo de dicho céncer, tiene ademas aplicacion
clinica practica en la elaboracion de las pruebas diagndsticas presintomaticas, las
pruebas pronosticas y los sitios novedosos potenciales de tratamiento especifico del
tumor'®.

Existen multitud de estudios que apuntan que el CCR se genera como resultado
de una acumulacion de mutaciones de genes especificos que controlan la division
celular, la apoptosis y las reparaciones del DNA, y que estos factores genéticos, tienen
una interaccion directa con los factores dietéticos y otros de tipo ambiental, asi como
estados inmunologicos del huésped. Por todo ello, nos tenemos que involucrar en estos
estudios genéticos y de biologia molecular, si queremos participar en los avances del
imprescindible manejo multidisciplinar de los pacientes con este tipo de tumor.

En el CCR, se produce una progresion del tejido normal a adenoma y de éste a
un carcinoma invasivo, debido a la acumulacion de expansiones clonales de una serie de
alteraciones genéticas''®, necesitandose al menos cinco alteraciones somaticas para
llegar al fenotipo invasivo'’. Las mutaciones pueden ser heredadas (mutaciones
germinales) o adquiridas (mutaciones somadticas). La acumulacion de estas alteraciones
genéticas en el epitelio colénico requiere algunos afos, normalmente décadas, y esto
esta de acuerdo con la edad media de los pacientes diagnosticados de cancer colorrectal
que suele ser de alrededor de los 65-70 afios.

Existe consenso en que el requisito para adquirir el nimero de mutaciones
necesarias para el desarrollo tumoral es el establecimiento de una inestabilidad genética.
Actualmente se reconocen 2 tipos de inestabilidad genética:

1. [Inestabilidad cromosomal: es la asociada a la pérdida o ganancia de gran

parte o todo un cromosoma produciendo la denominada pérdida de
heterozigoticidad. El mecanismo preciso de esta inestabilidad se
desconoce. Entre los genes mas conocidos habitualmente involucrados
estan el APC (5q), el p53 (17p) y el DDC (18q). Esta forma de
inestabilidad es la implicada en la gran mayoria de los CCR esporadicos

y en la poliposis adenomatosa familiar™.
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2. Inestabilidad microsatélite: El reconocimiento de otro tipo de camino en

la secuencia adenoma-carcinoma estuvo directamente relacionado con la

caracterizacion del Sindrome de Lynch. Los microsatélites son una parte

de los genes sin funcidon conocida, formados por secuencias de bases

cortas repetitivas que estan predispuestas a que durante la replicacion del

ADN se produzcan errores de apareamiento de bases (“errores de

replicacion”). Estos errores son reparados por complejos de proteinas

codificadas por los denominados genes reparadores (h(MLH1, hMLH2,

hMLH6, hMSH3, hMPS1, hMPS2). Cuando estos genes adquieren

mutaciones que alteran su funcionamiento, se produce una acumulacion

de errores que alargan o acortan los microsatélites. A este estado se le

denomina inestabilidad microsatélite. La disfuncion de los genes

reparadores produce un estado de hipermutabilidad en el resto de genes

que controlan el ciclo celular y predispone a una secuencia adenoma-

carcinoma acelerada. Este fendmeno biomolecular explica por que la

secuencia adenoma-carcinoma (que en las formas esporadicas implica un
periodo de 8 a 10 afios) se ve reducida a 1-3 afios®'.

Se puede decir que las alteraciones que confieren ventajas proliferativas sobre

una célula especifica que va a dar lugar a un CCR y a otros canceres, pueden ser de

varios tipos:

a)_Por un estimulo; oncogen activado:

Aparte del oncogen K-ras pocos oncogenes se han visto implicados en el CCR.
Un porcentaje pequefio de tumores colorrectales muestran mutaciones en Myc, Myb o
Nev*”. Independientemente de las mutaciones puntuales, otro mecanismo por el cual se
activan los protooncogenes es por un aumento de su expresion. En el CCR se ha
detectado sobreexpresion de C-myc, C-myb, C-erb/nev y de ciclinas D y E.

El oncogen K-ras se encuentra en el cromosoma 12p, y la mutaciéon mas
frecuente es la del aspartico del codon 12, y en menor medida la del aspartico del codon
13, el primero se relaciona con la aparicion de céncer en edades mds tempranas

(promedio de 58 afios), y el segundo de forma mas tardia (promedio de 77 afos).
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b) Por inactivacion del gen supresor; fallo de los factores frenadores:

En la carcinogénesis colorrectal, hay que destacar la gran importancia que tienen

los genes supresores, cuya funcion es la de inhibir la proliferacion celular. Hasta la

fecha han sido localizados los genes supresores en los siguientes cromosomas:

1.

Delecion del brazo largo del cromosoma 5: Se han encontrado pérdidas

alélicas (de un alelo) del cromosoma 5q en el 20-30% de los tumores
colorrectales esporadicos, que ocurre tanto en tumores benignos
pequefios como tumores malignos. Por otro lado, se vid por estudios
citogenéticos, que los pacientes con poliposis adenomatosa familiar
presentan una delecion en el cromosoma 5q. El gen APC se encuentra
mutado en la linea germinal de los pacientes con poliposis adenomatosa

.. 2324
familiar*>

, y en los tumores colorrectales esporadicos™, cerca del 20%
de los mismos, se caracterizan por pérdida de la heterozigosidad (pérdida
de un alelo en el DNA tumoral a causa de la supresion de dicho
segmento) en esta region. Dicho gen se debe utilizar como factor
diagnostico de la poliposis adenomatosa familiar, pero también es
importante en los tumores colorrectales esporadicos™. Powell y cols.”
estudiaron todo el gen APC en pacientes con CCR esporadico y
observaron que el 60% de estos tumores presentan mutaciones somaticas
de este gen. Se encuentra el mismo porcentaje de mutaciones tanto en
tumores benignos (adenomas, 29-63%) como en los malignos (60%),
este hecho es diferente al que ocurre en otros genes como ras, p53 o
DDC, en los cuales su frecuencia aumenta con la progresion del tumor.
Aunque esta claro que el gen APC tiene un papel en la FAP y en los
tumores esporadicos, sin embargo, hasta la fecha muchas de sus
funciones no estan claras. Se puede decir que el gen APC controla el
crecimiento celular por distintos mecanismos, entre ellos la regulacion de
la adhesion celular, el mantenimiento de la actina y microtibulo, los
componentes del citoesqueleto y el procesamiento de multiples
mecanismos de sefializacion celular incluyendo a aquellos envueltos en
la progresion del ciclo celular y en la apdptosis. De manera global

podemos concluir que como las mutaciones APC son frecuentes y de
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incidencia equivalente en los adenomas y en los carcinomas, parecen
desempefiar una funcién importante en el desarrollo temprano del CCR
esporadico.

Delecion del brazo largo del cromosoma 17; pérdida del gen p53: El gen

p53 se encuentra localizado en el cromosoma 17p13 y codifica a una
fosfoproteina nuclear que ejerce una influencia negativa sobre la
proliferacion celular. Se trata del gen supresor més ampliamente
implicado en casi todos los tumores humanos®®. Se ha visto que las
pérdidas alélicas localizadas en 17p estan asociadas con las mutaciones
puntuales de p53. Estas pérdidas alélicas son infrecuentes en los
adenomas, sin embargo aparecen en un 70% de los carcinomas, por lo
cual la pérdida de funcién del gen p53 se asocia a la transicion de un
adenoma benigno a carcinoma’’. En las neoplasias colorrectales
clasificadas segiin estadio, se ha visto también que las pérdidas alélicas
del cromosoma 17p son mas frecuentes en los carcinomas avanzados,
estando dicha pérdida asociada a la diseminacion tumoral®. Por lo tanto,
en ciertas neoplasias la inactivacion del gen p53 puede estar implicada en
la progresion mas que en la transformacion tumoral. La mutacion puntual
del gen p53 se ha descrito aproximadamente en el 30-40% de los
carcinomas colorrectales®, variando estas cifras segin autores. Con
frecuencia esta mutacion da lugar a una proteina de mayor estabilidad,
que se acumula en los nucleos de la célula maligna y puede detectarse
por ensayos inmunohistoquimicos, encontrandose la sobreexpresion de
dicha proteina en el 40-70% de los canceres colorrectales®’, aunque se ha
comprobado que no siempre que la proteina esta sobreexpresada es
debido a la existencia de mutaciones del gen®'*%. El valor pronéstico de
p53 varia de unos autores a otros, encontrandose por lo general menor
supervivencia en aquellos pacientes con sobreexpresion de la proteina o
con mutaciones puntuales en el gen™.

Expresion del gen p27: Estudios recientes muestran la implicacion de

. . , . 34
este gen supresor en los mecanismos de carcinogénesis. Loda y cols.

estudiaron la expresion de p27 en 149 carcinomas colorrectales,
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5.

encontrando que los pacientes que expresaban p27 tenian una
supervivencia media de 151 meses, mientras que los pacientes con baja
expresion o sin expresion, la supervivencia media era de 69 meses. La
pérdida de p27 se asocia con mal prondstico, particularmente en
pacientes con estadio II, por lo tanto, su estudio podria ayudar a
seleccionar los pacientes en los cuales seria beneficioso una terapia
adyuvante.

Delecion del brazo largo del cromosoma 18; delecion del cancer colico

o gen DCC: Aproximadamente entre un 60-80% de los canceres
colorrectales presentan pérdidas alélicas en este cromosoma®. El gen
DDC se clond en esta region y se trata de un gen supresor’’, sintetizando
una proteina que tiene una gran homologia estructural con la molécula de
adhesion celular. La relacion entre mutaciones en el gen DDC y la
pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 18, no es tan directa como
la existente entre las pérdidas de heterocigosidad en el 17p y mutaciones
en pS3 o las de 5q y el gen APC. De manera global, se puede concluir
que la pérdida del gen DDC es una alteracion tardia que puede participar
en el progreso del cancer colorrectal como consecuencia de cambios en
la adherencia celular.

Mutacion del gen MCC: Se trata de una secuencia especifica localizada

en el brazo largo del cromosoma 5, proximo al gen APC. Se encuentra
delecionado en las mismas alteraciones genéticas que producen las
pérdidas alélicas en el locus de APC. Sin embargo, la significacion de
estas deleciones no estdn claras aunque se le implica cierta
responsabilidad en el desarrollo de canceres esporadicos, identificandose
una mutacién somatica en cerca del 6% de casos de CCR?’. Dicho gen
codifica para una proteina de 829 aminoacidos que al igual que la
proteina APC tiene una similitud con la miosina y otras proteinas

filamentosas.
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¢) Genes reparadores:

Es otra de las alteraciones que pueden dar lugar a la proliferacion celular. Los
tumores de esta via se caracterizan por la alteracion de uno o mas genes reparadores del
DNA (MMR), de manera que cuando estan mutados alteran los mecanismos de asegurar
la fidelidad en la replicacion del DNA, produciendo mutaciones en protooncogenes y en
genes supresores de tumores. Las células con deficiencia en los genes MMR pierden la
capacidad de reparar debidamente los errores que ocurren espontdneamente durante el
proceso de replicacion del DNA, y por ello acumulan mutaciones que afectan sobre todo
a las secuencias microsatélites. De ahi, que los tumores que pertenecen a este
denominado fenotipo “mutador” presenten un patrén molecular caracteristico conocido
como alta inestabilidad de microsatélites. A esta clase pertenecen los genes responsables
de la susceptibilidad al cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis (CCHNP)
en algunas familias. Se ubican en el cromosoma 2pl16(hMSH2) (40-50%), y en el
cromosoma 3p21-23(hMLH1) (30-40%). En estudios mas recientes, se han descrito dos
nuevos genes implicados: el hMPS1 en 1q31-33 con una incidencia del 5-10% y el
hPMS?2 en el cromosoma 7p22 con una incidencia del 5-10%. Se sugirieron alteraciones
en estos genes al identificarse inestabilidad de microsatélites del DNA proveniente de

células tumorales de pacientes con CCR.

2.4, CANCER COLORRECTAL: HEREDITARIO Y
ESPORADICO:

Las mutaciones anteriormente descritas y relacionadas con el CCR, pueden estar
presentes como defectos hereditarios de la extirpe germinal, o se originan en las células
somaticas, secundariamente a lesiones ambientales. Atendiendo pues a estas dos formas

de mutaciones, hoy en dia podemos clasificar el cancer colorrectal en:

1. - CCR esporadico.

2. - CCR hereditario:

Existen dos sindromes principales asociados a una mayor predisposicion; los

casos restantes, se atribuyen al denominado CCR esporadico:

31



INTRODUCCION

2.1. Sindromes de poliposis multiple familiar hereditaria:

2.1.1. Poliposis adenomatosa familiar: Se trata de una enfermedad de

transmision autosémica dominante con desarrollo de polipos

adenomatosos en el colon durante la segunda y la tercera décadas de la
vida. Los poélipos son histologicamente idénticos a los que preceden al
CCR esporadico y, si bien individualmente presentan bajo riesgo de
transformacion maligna, el riesgo de CCR alcanza el 100% a los 40 afios.
Se pueden detectar mutaciones del gen productor en familiares no
sintomaticos, con una sensibilidad del 100%.

Se han descrito también otras variedades de poliposis, en funcién
de asociaciones diversas a lesiones extradigestivas. El llamado sindrome
de Gardner, en el que se asocian fibromas desmoides, osteomas y
exostosis Oseas, y el sindrome de Turcot, en el que la asociacion se da a
neoplasias malignas del sistema nervioso central, asi como la poliposis
adenomatosa gastrointestinal diseminada, se incluyen dentro de esta
denominacién, pues el trastorno génico es comin. El gen APC,
causante de este sindrome, se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 5. En condiciones normales codifica la sintesis de proteinas
inhibidoras del crecimiento celular, de forma que los pacientes
portadores de la mutacion carecen de esta inhibicion y quedan
predispuestos al crecimiento neoplédsico. En la poliposis adenomatosa
familiar esta mutacion se hereda (80%) o se adquiere en la concepcion
(20%), de forma que siempre implica a todas las células del organismo, y
el estimulo hiperproliferativo y neopldsico es global, aunque se
manifiesta de forma predominante en la mucosa coldnica.

La poliposis adenomatosa familiar es la forma mas comun de
sindromes de poliposis hereditaria, siendo aiin asi rara, aceptandose que
el cancer colorrectal asociado a estos sindromes no llega a suponer el 1%

de los canceres colorrectales globalmente considerados.
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2.1.2. Poliposis hamartomatosas:

e Sindrome de Peutz-Jeghers: Consiste en un sindrome

hereditario autosomico dominante con alto grado de
penetrancia, en el que se asocian polipos multiples
hamartomatosos en el intestino y una pigmentacion
mucocutanea que se caracteriza por maculas de color marron
oscuro o negro, agrupadas alrededor de la boca, en los labios,
en la mucosa lingual y palatina, alrededor de los ojos y
orificios nasales™.

Los polipos se localizan preferentemente en la porcion
superior del intestino delgado, pero pueden encontrarse
también en estdmago y colon, desarrollandose habitualmente
en la adolescencia. Se ha encontrado también una asociacion a
canceres extraintestinales, de pancreas, mama y ovario.

e Poliposis juvenil: Se trata de una entidad poco frecuente que

se confundié inicialmente con la poliposis adenomatosa
familiar hasta que se demostrd su naturaleza hamartomatosa.
Su transmision es de caracter autosomico dominante y algunas
veces, se asocian malformaciones como cardiopatias
congénitas, hidrocefalia, malrotaciones intestinales, paladar
hendido y polidactilia. La incidencia de CCR en los afectos de
este sindrome es superior al de la poblaciéon normal,

habiéndose estimado un riesgo del 70% a los 60 afios™.

2.2. Cancer colorrectal hereditario sin poliposis:

2.2.1. Cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis (CCHNP) o

sindrome de Lynch:

Se trata de un trastorno genético transmitido de forma autoséomica
dominante cuya manifestacion fenotipica es la aparicion en una misma
familia de cancer de colon asociado a otros tumores entre los que se
encuentran los canceres de endometrio, ovario, mama, estomago,

intestino delgado, pancreas, vias biliares, uréter y pelvis renal. Aunque
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no hay una idea clara sobre la incidencia de CCHNAP, se estima que
oscila entre el 2 y el 5% de todos los CCR®. Todavia existen dudas sobre
los criterios diagndsticos mds adecuados y la prevalencia de las
mutaciones en esta enfermedad. La investigacion de todo el genoma de
pacientes con CCHNAP se ha realizado por medio de analisis de relacion
con unos marcadores de DNA llamados “microsatélites de repeticion”.
Estos marcadores son una secuencia corta de di o trinucleétidos que se
hallan dispersos por todo el genoma y presentan gran variabilidad entre
individuos sanos, se repiten un nimero variable de veces y se hallan
repartidos en multiple nimero de copias en todos los cromosomas y
pueden encontrarse dentro o fuera de los genes. Se sugirieron
alteraciones de estos genes al identificarse inestabilidad de microsatélites
(figura-10) del DNA proveniente de pacientes con cancer colorrectal, la
inestabilidad de microsatélites se presenta hasta en el 86% de los tumores
CCHNP, pero solo en el 15% de los tumores esporadicos. Mediante esta
técnica se detectaron los genes implicados. La mutacion para los genes
MLH1(35%) y MSH2(40%), son los genes de reparacion de errores de
DNA mas importantes implicados y los mas estudiados desde el punto de
vista clinico y que han demostrado ciertas diferencias fenotipicas, junto
con MPS1(5-10%) y MPS2(5-10%). Ademas debe haber otros genes en
otros casos de CCHNAP, ya que solo el 20-70% de las familias que
cumplen criterios diagndsticos estrictos de CCHNAP se detectan las
mutaciones conocidas®'. La estimacién sobre la penetrancia en el
CCHNAP sugiere que el riesgo de padecer un cancer colorrectal en
individuos con mutaciones a lo largo de toda su trayectoria vital oscila
entre el 80-85%, aunque el riesgo puede ser inferior en las mujeres que
en los varones. Por otra parte, el riesgo de padecer cancer de endometrio

en las mujeres portadoras de mutaciones esta entre el 50-60%"*.
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Figura 10. - (A) Estudio de inestabilidad de microsatélites en paciente sospechosa de
CCHNP. (B )Andlisis por secuenciacion de las mutaciones de los genes implicados.
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2.2.2. Sindrome _hereditario polipo-cancer colorrectal: En muchos

pacientes con CCR aparentemente esporddico, se ha encontrado una
predisposicion hereditaria para desarrollar adenomas y céancer’. Esta
predisposicion se hereda con cardcter dominante pero con baja
penetracion. Este sindrome se ha definido en base a las observaciones de
estudios concretos sobre familiares de pacientes con polipos o cancer de
localizacion y patocronia similar al esporadico. Asi, en el trabajo de Burt
y cols.” de 1985 en Utah, se encontraron la presencia de adenomas o
cancer en un 21% de familiares de primer grado, incidencia
significativamente mayor que en el grupo de familiares no
consanguineos (conyuges) que actué como grupo control (9%). En
algunos estudios la penetrancia del gen se ha estimado en un 63% a los

)
80 anios ™.
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2.2.3. Sindrome _de Muir-Torre: Descrito por primera vez por Muir en
1967 y por Torre en 1968, consiste en un desorden hereditario
autosomico dominante que se caracteriza por la presencia de tumores
benignos o malignos de piel y glandulas sebaceas, cancer del tracto
gastrointestinal y otros tumores malignos extraintestinales, siendo los
mas frecuentes los del tracto urinario. El tumor maligno que mas
frecuentemente se asocia a este sindrome es el colorrectal, con un
diagnostico a una edad promedio de 50 afios®. Parece ser que guarda

relaciéon con mutaciones en el exon 12 del gen MSH2*.

2.4. PAPEL DEL ONCOGEN K-RAS EN EL CANCER
COLORRECTAL:

Pertenece a la familia de genes ras compuesta por tres proteinas homoélogas: K
(Kirsten), Ha (Harvey) y N (Neural). La forma mas frecuente es la K-ras. Cada una de
ellas puede funcionar para traducir sefales fisiologicas. Pertenecen a una amplia familia
de GPTasas, encargadas de la sintesis proteica y la traduccion de senales de crecimiento
y diferenciacion. Funcionan mediante ciclos binarios, ciclando entre la forma activa,
unidas a GTP, y la forma inactiva, unidas a GDP*. Los sitios de union al GTP se
encuentran en la porcidn amino terminal media de la proteina, siendo esta region donde
se diferencian unas de otras, determinando los tres tipos existentes.

Se ha visto que las mutaciones de punto sobre los codones 12, 13 y 61 dentro de
los genes ras pueden producir transformacion celular, presentandolas muchos tumores
inducidos por carcinégenos humanos®. Entre el 75 y 95% de los canceres pancreaticos,
50-80% de los carcinomas colorrectales, el 30% de los adenocarcinomas pulmonares y
el 25% de las leucemias no linfociticas, se caracterizan por mutaciones en los genes ras
(H-ras, N-ras, K-ras)*.

Por lo general, aparece mutado en un tercio de los canceres y en concreto entre
un 40-80% de neoplasias colorectales segun series’’, apareciendo generalmente las
mutaciones, como se ha comentado previamente en los codones 12, 13 y 61.

En estudios realizados por Forrester y colaboradores™, encontraron mutaciones

en el codon 12 del K-ras en el 39% de los canceres colorrectales primarios. Boss y
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colaboradores*’, hallaron mutaciones en el gen ras en el 41% de los CCR esporadicos,
la mayor parte también en el codon 12. Vogelstein® encontré mutaciones del ras en el
47% de los CCR, el mismo autor, realizd estudios en los adenomas, encontrando
mutaciones en el 13% de los adenomas de clase I (adenomas tubulares pequefios) en
siete pacientes con FAP, en el 42% de los adenomas de clase II (adenomas que no
progresaron hasta carcinomas) y en el 57% de los adenomas de clase III (adenomas con
zonas de carcinoma invasivo). De los adenomas mayores de 1cm de tamano, el 58%
tenian mutaciones del gen ras, en comparacion con solo el 9% de los adenomas que
median menos de 1cm de diametro. Capella y cols.*” obtuvieron resultados semejantes.

Las mutaciones del gen ras son, por tanto, acontecimientos tempranos en la
tumorigénesis, pero probablemente no los primeros porque los adenomas pequefios
manifiestan con poca frecuencia estas mutaciones™ .

En numerosos estudios se ha intentado determinar la importancia prondstica de
las mutaciones del gen k-ras en el carcinoma colorrectal. Kern y cols.”® no encontraron
diferencias importantes en la supervivencia entre los pacientes con tumores que tenian
mutaciones ras en comparacion con los que no las tenian. Otros estudios’' determinaron
la supervivencia a cinco afios de pacientes con CCR y mutaciones de dicho gen, siendo
de 34 meses, en comparacion con 47 meses para los sujetos sin mutaciones.

En otros estudios se ha sugerido que las mutaciones especificas del gen k-ras
pueden correlacionarse con diferencias en la agresividad bioldgica. Sin embargo, el
numero de tumores estudiados ha sido demasiado pequefio para que se puedan poner de

manifiesto diferencias convincentes>>>"*,

De manera global, parece ser que las
mutaciones del gen k-ras pueden tener valor prondstico en caso de CCR, aunque no ha
podido comprobarse asi.

El mecanismo por el que dicho gen favorece el crecimiento tumoral en caso de
activacion, no esta del todo bien esclarecido, pero parece estimular la produccion de
VEGF” (factor estimulador del crecimiento endotelial), de esta forma, la angiogénesis
tumoral se ve asegurada y con ello el desarrollo tumoral in situ y a distancia. También
estd implicado en la migracion celular, la diferenciacion y mantenimiento del

citoesqueleto. Parece ser, que la activacion del k-ras seria al menos en parte,

responsable del crecimiento incontrolado y de la disminucion de los fenémenos
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apoptoticos observados en las células de cancer colorrectal’™’. En la figura-11, se
muestra la estructura secundaria del oncogen K-ras.

Finalmente, y en base a todo lo anteriormente expuesto, se puede concluir que la
predisposicion al cancer colorrectal probablemente sea poligénica, de tal modo que la
identificacion de un Unico cambio genético puede no englobar la totalidad de los
pacientes en riesgo, ni justificar por si mismo el desarrollo tumoral. No obstante, estos
marcadores genotipicos constitucionales pueden permitir la identificacion de familias o

sujetos con mayor probabilidad de padecer un cancer colorrectal®®

, facilitando un
consejo genético o un diagnostico intrauterino pudiendo llegar a un diagnostico
preclinico de los pacientes antes de que los seguimientos colonoscopicos demuestren las

alteraciones fenotipicas con las caracteristicas formaciones polipoideas.

Figura 11.- Esquema de la estructura secundaria del oncogen k-ras.
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3. - MARCADORES TUMORALES EN EL CANCER

COLORRECTAL:

El conocimiento de los marcadores tumorales actuales surge a partir de 1963,
cuando Abeler’’ demuestra una relacion entre una proteina fetal, la alfa-feto-proteina, y
el hepatoma. Este autor comprobd que en pacientes con dicho tumor hepatico se
detectaba una llamativa elevacion de aquella sustancia, muy por encima de los valores
séricos habituales en individuos sanos, cuya determinacion servia de ayuda en el
diagnostico de tales neoplasias. En 1965, Gold y Freedman® aislan una glicoproteina
peculiar en la mucosa intestinal fetal y también en extractos tisulares de cancer de
colon, denomindndola “Antigeno Carcinoembrionario” (CEA). A partir de entonces este
antigeno oncofetal, detectable también en el suero y en otros liquidos corporales, se
convierte en el marcador mas utilizado en el estudio de las neoplasias del tracto
gastrointestinal. La glucoproteina que constituye el CEA parece estar codificada por un
grupo de genes localizados en el cromosoma 19°".

Los marcadores tumorales pueden detectarse mediante dos métodos: El
radioinmunoensayo y el inmunoenzimatico. En su deteccion plasmatica influyen
diversos factores como son:

- La capacidad de produccion, bien tumoral o por una excesiva
actividad regeneradora celular.

- Laliberacion al torrente circulatorio.

- El metabolismo hepatico.

- La eliminacion renal®.

Asi pues, procesos inflamatorios de distintas localizaciones pueden, por tanto,
conllevar una elevacion de estos marcadores tumorales, al igual que puede suceder en
caso de insuficiencia renal o en diversas hepatopatias.

Con ello, los objetivos que deberia cumplir un marcador tumoral ideal serian los
siguientes:

1. Un diagnostico precoz de la enfermedad neoplésica, incluso en pacientes
asintomaticos, por medio de estudios prospectivos de la poblacion.
2. Configurar un valor prondstico preoperatorio de los pacientes que

habrian de ser intervenidos por dicha patologia tumoral.
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3. La deteccion precoz de la recidiva tras un tratamiento quirurgico

potencialmente curativo.

Estos objetivos, han ido desvaneciéndose con los resultados de los diversos
estudios, asi, el CEA, solo se encuentra elevado en el 10-15% de los pacientes con

tumores colorrectales inferiores a 4cm®%*

. Todo ello, unido a que su ascenso puede
darse en otros procesos neoplasicos no intestinales, como el cancer gastrico, cancer de
pancreas, cancer de endometrio o el de mama; asi como en diversas patologias no
neoplasicas, como la pancreatitis aguda, la insuficiencia renal croénica, la cirrosis
hepatica o la colitis ulcerosa, lo hacen inservible como método diagndstico especifico y
precoz de cualquiera de estos tumores, asi como en los estudios para un diagndstico
temprano en la poblacion asintomatica®*%¢".

Todavia no existe en la actualidad un marcador tumoral ideal, ya que no hay
ninguno producido exclusivamente por la célula neopldsica, como tampoco ninguno
especifico de un determinado tipo tumoral, ni ninguno altamente sensible y sintetizado
en cantidad suficiente como para permitir un diagnéstico precoz®®%.

De los ultimos marcadores tumorales existentes, los mas utilizados en el CCR
son: El CEA, el CA 19-9 y el TPA. Su mayor utilidad radica en el seguimiento de los
pacientes intervenidos con intento curativo y en el valor prondstico que pueden
comportar’’. Existen otros marcadores menos difundidos, como la glicoproteina-72
asociada a tumor (TAG-72), cuya determinacién resulta complementaria al CEA,
aunque no se ha demostrado que su utilizacion en el seguimiento de los pacientes sea
mas ventajosa que la de este ultimo.

Con respecto al CEA, en relacion al seguimiento postoperatorio de los pacientes,
los resultados de su empleo pueden no ser gratificantes, ya que hay que tener en cuenta
una serie de consideraciones’"*'*:

1. El 20-30% de los pacientes con recidiva cursan con cifras normales de
CEA.

2. En el 30% de los pacientes, la elevacion del CEA no precede a la
aparicion clinica de la recidiva.

3. Pueden existir elevaciones transitorias, sin una recurrencia implicita

demostrable, en al menos el 12% de los pacientes.
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4. En casos de siembra peritoneal, el CEA tiene escaso valor, siendo
también inferior su utilidad en recidivas poco evolucionadas.

5. Su uso como guia diagnodstica en la recidiva da lugar a un 5-20% de
falsos negativos.

6. Globalmente, la elevacion del CEA en el grupo de pacientes que
recidiva, oscila segun las series entre el 20-70%.

7. Pueden existir variaciones en los niveles después de la radio o
quimioterapia sin que ello implique modificacion del estado neoplasico

del paciente.

Resulta controvertido hasta que punto es decisiva la participacion de los
marcadores tumorales para el rescate de pacientes en quienes se diagnostica una
recidiva. A modo de ejemplo, en un estudio prospectivo no randomizado, la
supervivencia de los reintervenidos por las modificaciones del CEA fue muy similar a la
de los reoperados en base a las manifestaciones clinicas (37% vs. 34%), aunque la
resecabilidad fue mayor cuando las cifras de CEA se mantuvieron inferiores a
11ng/ml”. La elevacion del CEA precede a las manifestaciones clinicas de la recidiva
en mas de la mitad de los casos, alcanzando incluso el 79% en algunas series’ .

A pesar de que el nimero de pacientes con recidiva que puede considerarse
curado gracias al uso del CEA no es cuantitativamente elevado, sin embargo,
precisamente es el grupo de los pacientes asintomaticos, con elevacion de CEA, y
estudios diagnésticos de imagen negativos (un 12% del total), el que resulta mas
beneficiado de entre todos los que presentan recidiva. Asi lo manifiestan unas tasas
superiores de resecabilidad (62.5% vs. 34.5%) y una mayor supervivencia a los 5 afios
(50% vs. 15%)".

Aunque es cierto que los valores preoperatorios de CEA son significativamente
inferiores en aquellos pacientes con recidiva resecable, la dispersidon numérica resulta
tan amplia, que invalida el sustentar o no la resecabilidad en base a dicha cifra
exclusivamente’®. Asi, en ausencia de contraindicaciones quirtrgicas basadas en la
historia clinica o en los métodos diagnosticos de imagen, la decision sobre la
resecabilidad habrd de tomarse en el transcurso de la cirugia, con independencia del

valor del marcador tumoral.
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Valores bajos de CEA no implican poseer un tumor pequefio, sin embargo,
valores muy elevados si suelen traducir la existencia de un tumor importante, invasivo o
metastasico, aiin cuando no exista una correlacion directa CEA-tamafio tumoral, en todo
caso, el CEA preoperatorio parece tener un valor prondstico independiente’’, siendo
superior la probabilidad de recidiva entre aquellos pacientes con CEA preoperatorio
mayor a 5ng/ml’®.

En algunas series, se han encontrado un indice de recidivas del 64.5% en los
pacientes con CEA preoperatorio elevado que no se normaliza tras la cirugia, siendo del
25.9% entre aquellos en los que si se constata una normalizacion de sus valores. Por
tanto, las cifras preoperatorias de CEA pueden identificar pacientes con mayor riesgo de
recidiva’”.

La deteccion inmunohistoquimica del antigeno MAM-6, una glicoproteina
similar a la mucina, que se expresa en muchos tejidos humanos normales y neoplasicos,
pero no en la mucosa célica normal, puede tener una gran utilidad. El 99.2% de una
serie de 123 carcinomas colorrectales exhibieron este antigeno, asi como el 61% de los
147 adenomas estudiados y tan solo el 7% de las 108 biopsias de mucosa colorrectal
normal. En los adenomas, el hallazgo se aprecid en areas tisulares altamente displasicas,
reflejando en parte la existencia de un carcinoma insitu®. Estas peculiaridades pueden
tener un gran valor a efectos de un mejor seguimiento y tratamiento de los pacientes con
displasias o con adenomas colorrectales.

Finalmente, con los avances de la biologia molecular y la posibilidad de
amplificacion del DNA por técnicas de PCR, la identificacion de genes concretos en las
cadenas del DNA se ve facilitada por la utilizacion de moléculas de un cDNA
radiactivo, complementario del gen objeto de estudio, al que se une y marca por medio
de una emision radioldgica. La obtencién de dichas moléculas, con una secuencia de
bases inversa a la del gen, es fruto de un complejo proceso en el que se sintetiza cDNA
a partir de un mRNA génico conocido con la intervencion de una enzima transcriptasa

. 81,82
mversa ’

. De esta manera, muchas de las lineas de investigacion van encaminadas a la
busqueda de marcadores genéticos que puedan ser detectados comodamente en sangre,
secreciones organicas o heces, y susceptibles de ser utilizados como detectores precoces
de la neoplasia colorrectal, o de una predisposicion a la misma, en estudios de

. 83,.84,85
poblacion™™"™,
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4. - TELOMEROS; ESTRUCTURA Y FUNCION:

Los telomeros son los extremos de los cromosomas de las células eucariotas que
protegen los extremos libres del ADN de las fusiones entre un extremo y otro y de la
degradacion exonucleocitica®®, de manera que son estructuras importantes para el
funcionamiento y la estabilidad de los cromosomas humanos. De hecho, el mecanismo
por el que las células saben el numero de divisiones que han sufrido, parece depender,
por lo menos en parte, de la longitud de sus teldmeros.

Durante muchos afios se pens6 que los extremos de los cromosomas (telomeros)
eran estructuras estaticas sin una funcién determinada, sin embargo, hoy se conoce que
en la mayoria de los organismos, los telomeros se acortan y se elongan constantemente.
Las primeras descripciones de los teldémeros vienen de los trabajos de Muller y
McClintock que demostraron la funcidon protectora que proporcionaban dichas
estructuras a los extremos de los cromosomas, demostraron que €stos poseian unas
estructuras que les conferian estabilidad. Muller los denominé telémeros; del griego
“telos” (final) y “meros” (parte). McClintock observd que sin esas estructuras
terminales, los cromosomas se pegaban unos a otros y sufrian cambios estructurales que
amenazaban la supervivencia y fidelidad de su duplicacion y, por tanto, de las células.

No fue hasta los afios setenta cuando se determind la composicién de los
telomeros en un ciliado unicelular (Tetrahymena), estos consistian en una secuencia de
nucleodtidos muy corta -TTGGGG- que se repetia muchas veces. Posteriormente, se han
caracterizado los telomeros de otros organismos y en todos los casos la organizacion es
la misma, secuencias cortas y repetidas en T y G. Por ejemplo, en humanos y ratones la
secuencia es -TTAGGG-. Esta secuencia se repite varios de miles de veces hasta
expandirse varios kilobases su longitud, por lo tanto, los teldmeros constan de DNA
repetitivo y de las proteinas a las que se unen®’ (Figuras-12 y 13).

En 1988, Greider y Harley realizando estudios con cultivos celulares,
demostraron que el ADN telomérico se acortaba a medida que las células se dividian.
En el transcurso de cada ronda de replicacion celular, se produce una pérdida de 50-200
pares de bases®™ con el consiguiente acortamiento telomérico hasta una longitud que
coincida con la activacion de un mecanismo antiproliferativo denominado estadio 1 de
mortalidad (M1). Con ello, el acortamiento de los telomeros funciona como un “reloj

9589

mitético™ y limita la division en las células somaticas a 50-70 veces”, lo que
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contribuye al envejecimiento celular y en las funciones relacionadas con el control de la
duracion de la vida de diferentes lineas celulares’’. De manera, que las células con
pérdida de DNA telomérico no solo son incapaces de dividirse, sino que no pueden
sobrevivir; mueren como resultado de la apoptosis natural.

En varios estudios se ha verificado que la longitud del teldémero se reduce en los
tejidos tumorales, en comparacion con el tejido normal. Al menos dos estudios han
demostrado una reduccion progresiva de las longitudes de los telomeros al aumentar el
estadio de la enfermedad. Counter y cols.”® han comprobado el acortamiento progresivo
de los telomeros en leucemias y cancer de ovario. Ohyashiki y cols.”® demostraron una
correlacion directa entre la longitud del telomero y la progresion del sindrome
mielodisplasico hacia la leucemia mieloide aguda. El subgrupo de pacientes con
leucemia mieloide aguda que tenian los telomeros mas cortos presentaron una
incidencia elevada de 5q y la enfermedad fue rapidamente progresiva, con una
supervivencia media inferior a un afio.

En algunas células, por efecto de varios mecanismos como la inactivacion de
p533 v pRB (producto génico del retinoblastoma)”™ se elude la fase M1 y las células
pueden continuar dividiéndose hasta que los teldmeros se acortan de una manera critica
(fase 2 de mortalidad o M2). En esta fase M2, en numerosas células inmortalizadas,
aparece una ADN-polimerasa especializada denominada telomerasa, que utiliza su
molde de RNA interno para sintetizar la secuencia telomérica y compensar la pérdida de
ADN telomérico debido a la replicacién incompleta. Esto evita que se sigan acortando
los telémeros, estabiliza su longitud y contribuye a la inmortalizacion celular. Todo ello
sugiere el papel determinante que poseen el complejo telomero-telomerasa en el

y 95,96
desarrollo del cancer”™".
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Figuras 12 y 13.- Secuencia telomérica.
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5. - TELOMERASA; BIOLOGIA, FUNCION E

IMPLICACIONES CLINICAS:
5.1. ANTECEDENTES E HISTORIA:

La mayoria de células eucariotas estan sometidas a un proceso de senescencia
(condicion donde las células aunque viables y metabolicamente activas, no proliferan)
como consecuencia de su incapacidad para dividirse de forma ilimitada. Este proceso
parece ser caracteristico de las células somaticas, con la excepcion de las células de la
linea germinal, de la mayoria de las células tumorales y posiblemente algunas células
madre. El nimero de divisiones que una célula normal puede llevar a cabo antes de
envejecer (tabla-1) depende de la especie animal, la edad, las caracteristicas genéticas
del individuo y del tipo celular. EI mecanismo por el que las células saben el nimero de
divisiones que han sufrido, parece depender, por lo menos en parte, de la longitud de sus
telomeros.

Tabla 1.- Duplicaciones celulares segun especie.

Tipo de especie animal Esperanza de vida en afios | N° duplicaciones celulares
(In vivo) (In vitro)
Tortugas Galapagos 175 125
Humanos 120 60
Pollo 30 35
Raton 3.5 20

Como se ha comentado previamente, los telémeros se componen de ADN
repetitivo y de las proteinas a las que se unen, la identidad y el mecanismo de accion de
dichas proteinas, no se conoce en su totalidad. El descubrimiento y caracterizacion de
las ADN-polimerasas condujo a Olkonikow y Watson a plantear el problema de la
replicacion de los extremos’ ~°. Observaron que las ADN-polimerasas eran incapaces
de copiar en su totalidad los extremos de los cromosomas lineales. La maquinaria de
replicacion dejaba sin copiar una pequefia region terminal del telémero. Si las células no
compensasen esta pérdida de material genético, los cromosomas se acortarian con cada
division celular, produciendo la eliminaciéon completa de los telémeros e incluso de

algunos genes adyacentes, lo que conduciria a la muerte celular.
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La identificacion del ADN telomérico y la posterior identificacion de la enzima
telomerasa que afiade las secuencias nucleotidicas a los extremos de los cromosomas,
proporcion6 los medios para resolver el problema de replicacion de los extremos® .

En 1984, Carol W. Greider y Elizabeth H. Blackburn consiguieron demostrar la
existencia de la telomerasa, una enzima capaz de afiadir secuencias teloméricas a
telomeros sintéticos®’ y que deberia de ser capaz de elongar los telomeros sin el apoyo
de un molde previo de ADN. Posteriormente se encontr6 telomerasa en otros ciliados,
en levaduras, ranas y ratones. En 1989, Gregg B. Morin descubri6 la enzima en una
linea celular de un cancer humano. En todos los casos, el componente mayoritario era
proteico, y aunque la estructura parece diferir de una especie a otra, todas tienen en
comun la existencia de una molécula de ARN que contiene el molde nucleotidico
(especifico para cada especie) necesario para construir las subunidades teloméricas®’.

Hasta los afos 60, se pensaba que las células humanas estaban capacitadas para
dividirse indefinidamente, posteriormente, se demostrd que no era asi, hoy sabemos que
las células somaticas procedentes de un recién nacido pueden dividirse en cultivo unas
80 0 90 veces, mientras que las de una persona de 70 afos solo se dividian 20 o 30
veces. Sin embargo, esta limitacion no se observa en células tumorales (figura-14) que

crecen de forma indefinida en el tiempo.

Figura 14. - Esquema de proliferacion de células normales y neopldsicas.

Proliferacion de células transformadas
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En los afios 70, A.M. Olkonikow relaciond el cese programado de la division
celular con el problema de replicacion de los extremos’. Propuso que las células
somaticas humanas eran incapaces de corregir el acortamiento cromosémico producido
en la duplicacion del ADN, la division celular acababa cuando las células advertian que
sus telomeros se habian acortado demasiado. De la misma manera, estudios posteriores
demostraron que los telémeros de algunos tejidos humanos normales se acortaban
conforme el individuo envejecia. Un hecho tranquilizador era que los telomeros de las
células de la linea germinal se mantenian intactos. Los resultados sugerian que las
células eran capaces de contabilizar el nimero de divisiones en funcion del nimero de
repeticiones teloméricas que perdian, y de detener su division cuando los teldémeros
alcanzaban una longitud minima critica. Por extension se ha propuesto que la ausencia
de la capacidad replicativa de las cé€lulas carentes de telomerasa puede ser una ventaja

adaptativa que nos ayuda a evitar el cancer.

5.2. BIOLOGIA DE LA TELOMERASA:
5.2.1. Actividad del enzima:

El DNA de las células eucariotas humanas ocupa en el interior del nucleo el
espacio definido por una esfera de unas 5 micras de diametro. Con independencia de la
forma y los mecanismos por los cuales el DNA es empaquetado en el nucleo de la
célula, la cromatina y/o su organizacion en forma de cromosomas define claramente dos
regiones:

e Centromeros, que son lugares especializados que desempefian un papel
crucial en la distribucion correcta de los cromosomas en las células hermanas
durante la mitosis.

o Telomeros, que son secuencias repetidas de DNA ubicadas en los extremos
de los cromosomas y que juegan un papel critico en la replicacion y
mantenimiento de su integridad estructural. Dichas secuencias son similares

y contienen grupos de residuos guanina sobre una de las cadenas.
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Los telomeros, debido a su ubicacion en el extremo lineal de la molécula del
DNA establecen ciertas limitaciones para realizar la copia final de estas regiones
durante la division celular. En este sentido, la DNA-polimerasa es capaz de extender
una cadena de DNA que se encuentra en fase de crecimiento pero no puede iniciar la
sintesis del extremo terminal de la misma, por su incapacidad para incorporar el primer
nucleotido de la nueva cadena de sintesis. Como consecuencia, el extremo de los
cromosomas no puede ser replicado por la accidon normal de la DNA-polimerasa. Este
problema ha sido resuelto en la evolucion mediante un mecanismo que implica la
enzima telomerasa, cuya actividad reverso transcriptasa permite aplicar las secuencias
teloméricas del DNA a partir de un molde de RNA.

El enzima consta basicamente de dos componentes:

1. Un RNA que sirve de molde para las secuencias repetidas.

2. Una subunidad catalitica que actiia como transcriptasa inversa sobre el molde

87,99,100,101
de RNA®"»77770,

Aunque su estructura se puede dividir en tres subunidades: hTERT, hTR y TP;:

o La subunidad ATERT es la transcriptasa reversa, que permite la sintesis de
DNA a partir del RNA contenido en la subunidad hTR. Esta subunidad se ha
empleado como marcador del CCR, midiendo sus niveles en plasma'®.

e TP; es la proteina asociada a telomerasa. Consisten en un grupo de
ribonucleoproteinas accesorias que estdn estrechamente involucradas en la
regulacion de la longitud del telomero'®.

e La subunidad #7R contiene una region de 11 nucleoétidos (nucledtidos + 46
hasta + 56)'**y actiia como plantilla para unién y extension de los telémeros.
Para realizar su funcidn es necesario que sea de cadena tnica, lo que la hace

una diana ideal para los oligonucleétidos.

plantilla de RNA, subunidad hTR
5’-CTTCTCAGTTAGGGTTAG-3’
3’-AGUCAAUCCCAAUC-5’

En la figura-15 se muestra la estructura secundaria de la subunidad hTR de la

telomerasa humana.
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La telomerasa transporta su propio molde de RNA el cual es complementario de
las secuencias repetidas del telomero que forma parte del complejo enzimatico,
constituido por una parte, por la region que transporta el molde del RNA, y por otra la
subunidad proteica que dispone de la actividad catalitica enzimatica. El uso de este
RNA como molde permite a la telomerasa generar multiples copias de las secuencias
repetidas teloméricas gracias a su actividad enzimatica, lo que permite mantener los
telomeros en ausencia de un molde convencional de DNA que dirija esta sintesis.

La telomerasa humana se acompleja a una secuencia de nucleotidos de RNA
que incluye la secuencia 3’~-AAUCCCAAU-5’. Esta secuencia es complementaria de la
region telomérica repetida (5’-TTAGGG-3’) y sirve como molde para la sintesis de
DNA telomérico. El uso de este RNA como un molde permite a la telomerasa extender
en una unidad repetida, el extremo 3° del DNA cromosomico por encima de su longitud
original. La cadena complementaria puede después ser sintetizada por la accion
consecutiva de la RNA polimerasa, que sintetiza una corta secuencia de RNA (cebador)
necesario para que la DNA polimerasa pueda alongar la cadena. La eliminacion
posterior del RNA cebador deja un extremo 3’ sobresaliente en el DNA cromosdmico
el cual puede ser nuevamente extendido, por la accion de nuevo de la telomerasa y asi
sucesivamente.

Con la clonacién y caracterizacion del RNA de la telomerasa'® (hTR) y de la

. ree 106,10
subunidad catalitica'%%!'"’

(hTERT) se ha demostrado utilizando lineas celulares, que
existe una correlacion entre la expresion del gen hTERT, (aunque no del hTR), y la
actividad enzimatica'®*'®"°. Estos datos sugieren que hTERT puede ser el factor
limitante en relacion con la actividad telomerasa.

Actualmente, se propone que ademas de esta funcion, la telomerasa puede ser
necesaria para proteger los extremos de los cromosomas de modo que no sean
reconocidos como roturas de ADN que pondrian en marcha la maquinaria de parada del
ciclo celular y/o apodptosis. Esta idea concuerda con recientes hallazgos que demuestran
la expresion transitoria de telomerasa a niveles bajos durante la fase S del ciclo celular
en células somaticas humanas no transformadas'"'.

A modo de resumen, la DNA-polimerasa es capaz de extender una cadena de

DNA que se encuentra en fase de crecimiento, en sentido 5°-3’, pero no puede iniciar la

sintesis de una nueva cadena en un extremo terminal de la cadena lineal de DNA
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porque no puede incorporar el primer nucleotido de la nueva cadena de sintesis. Para
ello, la telomerasa actia como una DNA-polimerasa, pero es una transcriptasa reversa
que puede sintetizar ese DNA a partir de un molde de RNA. La telomerasa transporta
su propio molde de RNA, que es complementario de las secuencias repetidas del
telomero. El mecanismo de accion de la telomerasa puede verse resumido en la figura-

16.

Duplicacion incompleta del extremo terminal
del cromosoma durante la division celular

5>-TTAGGGTTAGGGTTA-3’
3’-AATCCCAAT-S’ hTERT

Telomerasa

Union de la telomerasa
al DNA telomérico

5’-TTAGGGTTAGGGTTA-3> —
3’-AATCCCAAT AAUCCCAAU

Actividad transcriptasa
inversa de la telomerasa

5>-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA-3’
3’-AATCCCAAT

RNA polimerasa
(primasa)

5>-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA-3’
3’-AATCCCAAT +<— CCCAAU

DNA polimerasa l RNA cebador

hTR

5>-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA-3’
3’-AATCCCAAT CCAATCCCAAU

Eliminacion del
RNA cebador

5>-TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA-3’
3’-AATCCCAATCCCAAT-S’

Extension del telémero por incorporacion de
una secuencia repetida de DNA

Figura 16. - Mecanismo de accion de la telomerasa.
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5.2.2. Organizacion del gen hTERT:

El gen que codifica la subunidad catalitica responsable de la actividad

transcriptasa inversa de la telomerasa, se encuentra en 5p15.33''? y esta constituido por
16 exones y 15 intrones y en su variante de longitud completa, origina una proteina de
1132 aminoacidos'®*'*"*11° "E] exon 1 contiene el codén de iniciacion ATG mientras
que el exdn 16 contiene un coddn de terminacion TGA junto con una region 3’-terminal
no transcrita. En la figura-17 se indica la localizacion de los exones implicados en la

actividad transcriptasa inversa. El gen que codifica la subunidad hTR se encuentra en

3q26.3'"2,

Longitud completa del RNAm ATERT

a2 T =z T 2@ ddg dd g g2 o <
My VOV VY YYY VY Y VY VY
1] mows 2 | 3[4 5] 6|78 ol 1n|2fidna]1s] 16
T 12 A B C D E

Variantes del RNAm ATERT: deleciones

[ 1] 2 | 314 ]5] 6|78/ ol n|2fidra]1s] 16

DEL1 Vv DEL2

Variantes del RNAm ATERT: Inserciones

[ 1] 2 | 3]a]5s] 6|78/ ol n[n2ig14]1s] 16

INS1 INS2 INS3

Figura 17. - Exones implicados en la actividad transcriptasa inversa.
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Ademas del RNA mensajero de longitud completa del hTERT, se han descrito al
menos seis variantes que pueden ser clasificadas en dos grupos:
1. El primer grupo se caracteriza por la delecién de regiones de secuencias
especificas (figura-17):
e DELI: Delecion del exén 6.
e DEL2: Fusion directa del exén 6 y el 9.
e DELI+2: Combinacion de ambas.
2. El segundo grupo de variantes hTERT, se caracteriza por la insercién de
secuencias intronicas que conduce a la introduccidon prematura de codones de

terminacion de la transcripcion (figura-17).

5.2.3. Requlacion de la telomerasa:

La regulacion de la enzima telomerasa es un mecanismo complejo y dinamico
que implica muchas etapas. La capacidad del enzima para localizar, acceder y mediar
sus funciones en el lugar especifico del extremo distal de los cromosomas, implica tanto
a los elementos propios del sistema enzimatico tales como el RNA integral de la
telomerasa humana (hTR) y la region responsable de la actividad transcriptasa inversa
del enzima (hTERT), como otra serie de proteinas o ribonucleoproteinas que estabilizan
estas estructuras para formar con posterioridad complejos que condicionan la actividad
final del enzima.

Asi pues, el ensamblamiento de la telomerasa para constituir el enzima
funcionalmente activo, debemos entenderlo como un proceso con consumo de energia
que implica la estabilizacion y regulacion transcripcional de hTR asi como su
asociacion funcional con la hTERT. Se han identificado muchos factores que se unen al
hTR, algunos de los cuales parecen desempefiar un importante papel en la estabilizacion
tanto de la hTR en su forma independiente o cuando se acompleja al hTERT. Un buen
ejemplo de esto son las proteinas H/ACA (tales como la disquerina) que juegan un papel
central en la estabilizacion de hTR, tanto en sistemas autélogos como heterdlogos' .

Los mecanismos de regulacion se muestran graficamente en la figura-18.

54



INTRODUCCION

(RNA) H/ACA
(proteinas)

hTERT
(RNA premensajero)

I HH H b

RNPhn Al
Otros Factores

Procesamiento

VARIANTES DEL RNA
* Longitud completa

* Variante —a
* Variante —f
* Variante —o —f3

Proteinas

Figura 18. - Mecanismos de regulacion de la telomerasa.

Bésicamente, la transcripcion del locus hTERT genera un RNA premensajero
hTERT el cual sera posteriormente procesado. El procesamiento y maduracion del RNA
conduce a la formacion de diferentes variantes de RNA mensajero (en funciéon de su
secuencia final), el cual debe ser exportado al nacleo del citoplasma con el fin de poder
ser traducido a proteina. La variante de RNA mas revelante desde el punto de vista de la
actividad del enzima, es la que contiene la longitud completa (wt) de la secuencia
hTERT pero, también se producen otras variantes alternativas como son las variantes
-a, -B, a-P, entre otras. Estas formas maduras del RNA son también exportadas hacia el
citoplasma, aunque no de todas las variantes se conocen los productos finales de su
expresion, ni tan siquiera es seguro que todas las variantes sean posteriormente
traducidas a proteina. La observacion de que algunas muestras con escasa o ausente
actividad enzimatica telomerasa tienen productos de ensamblaje alternativos,
claramente indica que la transcripcion activa del locus hTERT no necesariamente

implica que se origine la variante de longitud completa, capaz de generar la actividad
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telomerasa. Aunque las variantes de ensamblaje alternativas son inactivas, se ha
observado que la variante hTERT alfa es un inhibidor negativo dominante de la
telomerasa, poniendo de manifiesto que el ensamblaje final del RNA puede representar
un procedimiento celular para regular el grado de expresion del enzima en su forma
activa, modulando el balance entre las formas de hTERT alfa y la forma de longitud
completa. Los productos de expresion de estas variantes del mensajero son
transportadas al nucleo de una forma todavia inactiva y posteriormente ensambladas
para dar lugar a la forma activa del enzima. Para ello, se requiere la presencia de
factores que regulan de forma especifica la entrada de hTERT y/o envian su salida hacia
el citoplasma, tales como el 14-3-30 que bloquea la exportacion citoplasmatica de la
forma hTERT de longitud completa (wt). Posteriormente, otras proteinas como p23 y
hsp90 pueden asociarse también al hTERT para contribuir a constituir el enzima activo,
cuando este se asocia a hTR que ha sido previamente estabilizado mediante proteinas
H/ACA y formado complejos con ribonucleoproteinas (C1/C2). La actividad catalitica
del sistema enzimatico debe depender ahora de la adecuada dimerizacion del hTERT y
de hTR, de la capacidad de estas moléculas para unirse al telomero y reclutar nuevos
factores entre los que se incluyen las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares Al
(RNAhnATl) que faciliten la descondensacion de la cromatina (enrollamientos, lazos,
bucles) y permita el acceso a la telomerasa.

Muchos factores han sido implicados como factores de transcripcion que regulan
la expresion hTERT: C-myc, Spl, Factor Nuclear kB (NF kappa-B) , factores
estimulantes del crecimiento. La oncoproteina Bcl-2 implicada en la inhibicion de la
apoptosis celular también modula la actividad telomerasa. Algunos estudios han
implicado a las hormonas esteroideas sexuales (estrogenos, progesterona y androégenos)
en la regulacion de la transcripcion hTERT. Algunos cromosomas humanos: 3, 4, 6, 7,
10 y 17, se consideran como represores de dicha transcripcion. También se ha visto que
el receptor Cx del colesterol es un mecanismo supresor de la transmision del
hTERT'®!'®. Un ntmero de sefiales extra o intracelulares tales como la radiacion
ultravioleta, Zn, interferén o y citoquinas, afectan también a la actividad telomerasa. Se
ha reportado que el arsénico inhibe la transcripcion del gen hTERT. Las proteinas
quinasas la aumentan mediante la fosforilacion de hTERT, e inversamente la proteina

. . . , .. . . 103
fosfatasa 2A inhibe su actividad, asi como las radiaciones ionizantes .
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Finalmente se puede concluir que la regulacion de hTERT es compleja, la
regulacion de la transcripcion hTERT, el transporte al ntcleo, el ensamblamiento del
holoenzima telomerasa, el reclutamiento de la telomerasa en los telémeros y el papel de
las modificaciones postranscripcionales de la proteina hTERT, son en la actualidad
areas de intensa investigacion. Debemos sefalar que los nuevos conocimientos
derivados de las diversas areas de la regulacion de la telomerasa, ayudaran en un futuro
proximo, a encontrar procedimientos para la manipulacion de la actividad de este

enzima con un objetivo terapéutico.
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5.3. METODOS ANALITICOS DE LA TELOMERASA:

Hay dos métodos posibles para detectar la expresion de la telomerasa. El

primero estd relacionado con la actividad bioquimica del enzima (ensayo TRAP;

Telomeric Repeat Amplification Protocol), mientras que el segundo consiste en la

determinacion de los niveles de expresion de los genes que codifican para sus diferentes

subunidades: hTERT y hTR.

1.

Ensavo TRAP: Desarrollado en 1989”7’“8, en este método, las

propiedades bioquimicas de la telomerasa, es decir, la capacidad que
tiene la enzima para unirse a un oligonucledtido y afiadir repeticiones
teloméricas, se combinan con la técnica de la PCR. El ensayo utiliza una
mezcla de detergentes y tampones para lisar las membranas plasmaticas
y nucleares de las células, a la vez que mantiene intacta la integridad de
la telomerasa. A continuacion, se anade al sistema un cebador de ADN
de secuencia telomérica y se deja que la telomerasa lo alargue. El
proceso genera multiples réplicas teloméricas en tandem, especificas de
la especie. El producto final de la reaccion de la telomerasa se amplifica
mediante un segundo cebador inverso en una reaccion de PCR. Los
productos de amplificacion se visualizan por electroforesis en geles de
poliacrilamida tefiidos en bromuro de etidio o sales de plata (Figuras-
19a, 19b). Sin embargo, el sistema tiene algunos problemas, ya que como
lo que mide es la actividad bioquimica de la enzima, esta es sensible a la
desnaturalizacion por calor, a la degradacion por RNAasas y proteasas, y
en algunos tipos de muestras como las embebidas en parafina o fijadas
no son adecuadas para la determinacion. El método, requiere 5-7 dias

para obtener un resultado.
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Figura 19.- Método TRAP; pasos.

STEP 1. Addition of Telomeric Repeats By Telomerase

TS-Telomerase Product
T 1
5= TS Telomeric Repeats
T L 1
AATCCGTCGAGCAGAGTT ag ggttag ggttag ggttag ggttag — 3'
o+

ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag - 3'
+
ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag (ggttag) , — 3

STEP 2. Amplification of TS-Telomerase Product By PCR
T8

Figura 19b.- Método TRAP; pasos: Deteccion de los productos de PCR mediante
electroforesis.

TRAP Products

— Internal Control (36 bp)
S-IC
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2. Determinacion de la expresion de los genes de la telomerasa: Para

evitar los problemas anteriores, y una vez se aislaron y clonaron los
genes de la subunidad catalitica y del RNA de la telomerasa se disefiaron
métodos, basados en el Northern blot y en la RT-PCR a tiempo real, para
detectar y cuantificar la expresion de los diferentes componentes de la
telomerasa. Estas técnicas se pueden utilizar en muestras fijadas o en
parafina tal como se ha puesto de manifiesto tltimamente en muestras
procedentes de fluidos bioldgicos tales como plasma, orina, fluidos

prostatico y pancreatico.

5.4. IMPLICACIONES CLINICAS DE LA TELOMERASA EN
EL CANCER:

El cancer es una enfermedad caracterizada por la proliferacion incontrolada de
cierta poblacion celular, cuando una célula acumula una variedad de mutaciones
genéticas que hacen que escape de los controles de duplicacion y de movimientos
migratorios. En un principio, el tratamiento del cancer se centrd6 en comprender los
mecanismos que controlan el crecimiento y proliferacion celulares. Estos estudios
descubrieron que nuevos oncogenes y genes supresores tumorales estaban implicados en
la tumorogénesis. Otra caracteristica del cancer que va ganando atencion es la capacidad
replicativa ilimitada o la naturaleza inmortal de las células malignas.

En ciertos aspectos, el potencial replicativo limitado de las células sanas,
marcado por el acortamiento de los teloémeros debido al problema de la replicacion final,
puede ser considerado como el ultimo mecanismo supresor tumoral. La falta de
telomerasa retardaria el crecimiento de los tumores, al hacer que las células que se
dividen sin cesar pierdan sus teldémeros y mueran antes de desencadenar la enfermedad.

En 1994, se demostr6 que la telomerasa permanecia activa no sélo en las células
cancerosas mantenidas en cultivo sino también en tumores humanos''’. Parece ser que
la activacion de la enzima telomerasa por parte de las células tumorales estaria
relacionada con la inmortalidad celular. Estudios posteriores han proporcionado las
pruebas necesarias para confirmar el papel directo de la telomerasa en la transformacion

120,121

oncogénica , se ha visto que mutaciones en el gen hTERT de la telomerasa, son
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un factor de riesgo de padecer anemia aplastica'**. Es por ello, que las aproximaciones
tanto diagnosticas como terapéuticas que tienen por objetivo la naturaleza inmortal de
las células malignas pueden proporcionar un medio més efectivo y universal en el
diagnostico y tratamiento del cancer.

Investigaciones realizadas a continuacion por Harley y Shay detectaron
telomerasa en 90 muestras tumorales humanas de las 101 analizadas (que representaban
12 tipos distintos de tumores), y no detectaron en ninguna de las 50 muestras de tejido
somatico normal (de cuatro tipos distintos de tejidos)'>. Una de las hipotesis planteadas
sobre la activacion de la telomerasa en los estados normal y tumoral, es que las células
de la linea germinal sintetizan continuamente la telomerasa durante el desarrollo
embrionario'**. Una vez el organismo est4 totalmente formado, se bloquea la telomerasa
en muchas células somaticas, y los telomeros se van acortando conforme se van
dividiendo. Cuando el tamafio de los teldmeros alcanza un valor critico, se emite una
sefal que impide que las células sigan dividiéndose. Sin embargo, si las mutaciones
genéticas que promueven el cancer obstaculizan la emision de esas sefiales o dejan que
las células tumorales las ignoren, estas continuarian dividiéndose evitando la
senescencia. Seguirian perdiendo secuencias teloméricas y sufririan nuevas mutaciones.
Cuando los telomeros se han reducido a un nivel critico la célula morira.

Ahora bien, si como consecuencia de los cambios genéticos se vuelve a
sintetizar telomerasa, algunas células no pierden totalmente los telomeros, sino que los
preservaran y mantendran su tamafio. En efecto, como demostré Hayflick'”, los
cultivos de células normales proliferan hasta que llegan a un punto a partir del cual el
crecimiento de la poblacién cesa, si por algin mecanismo (mutacion) las células
continian dividiéndose, hasta que los telomeros se acortan de una manera critica, en
esta fase se produciria la activacion de la telomerasa, evitando que se sigan acortando,
estabilizando su longitud y contribuyendo de esta manera a la inmortalizacion.

Como se ha mencionado previamente una de las caracteristicas mas importantes
de las células cancerosas es la capacidad para dividirse de una manera ilimitada. Dicha
capacidad limitada de division que poseen las células somaticas, producida como
consecuencia del acortamiento de los teldmeros, seria un mecanismo evolutivo para
impedir la acumulaciéon de mutaciones genéticas y el desarrollo de canceres. Asi,

limitando el nimero de veces que una célula se puede dividir, los organismos eucariotas
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poseen un mecanismo para controlar la proliferacion celular descontrolada. Sin
embargo, las células cancerosas han encontrado la manera de solucionar este obstaculo:
La activacion de la telomerasa para conseguir la inmortalidad celular'?>'2%!127:128,

El reciente desarrollo del método TRAP para detectar y determinar la presencia
y el nivel de la actividad de la telomerasa a partir de pequefias muestras tisulares ha
permitido la evaluacion de su expresion en una amplia variedad de tejidos tanto sanos
como tumorales. En el momento actual, numerosos estudios muestran la expresion de la
telomerasa en la mayoria de tumores testados. Estos datos se resumen en la tabla-2, de
la cual podemos obtener una estimacion grosera de la sensibilidad y especificidad de la
telomerasa. Las muestras de tejidos sanos premalignos y de los margenes sanos
peritumorales con telomerasa positiva son considerados como falsos positivos.
Combinando los resultados de la expresion de la telomerasa en 895 muestras cancerosas
y 646 no malignas (70 muestras de tejidos sanos, 310 muestras peritumorales y 266
muestras de lesiones benignas y premalignas) encontramos una especificidad del 91%,
una sensibilidad del 85%, un valor predictivo positivo del 93% y un valor predictivo

negativo del 81%.

Tabla 2.- Actividad telomerasa en muestras tisulares.

Tejidos Neoplasicos

Tejidos Sanos Tejidos Peritumorales

Tejidos benignos

(N° positivos/N° (N° positivos/N° (N° positivos/N° (N° positivos/N°
analizados) analizados) analizados) analizados)
Neuroblastomas (99/105) Linea germinal (4/4) Cabeza y cuello (6/16) Prostata (3/5)

Colon (53/56)
Piel (56/61)
Mama (117/125)
Utero (18/20)
Ovario (7/7)
Pulmon (120/147)
Prostata (27/31)
Estomago (72/85)
Higado (28/33)
Cerebro (43/59)
Rifion (40/55)
Hematologicos (78/111)

Tejidos somaticos (0/70) Tumor de Wilm (2/6)
Prostata (3/25)
Mama (3/42)
Pulmoén (3/68)
Estomago (2/85)
Renal (0/55)
Neuroblastomas (0/13)

Leucocitos 10° cel (0/124)
Leucocitos 10* cel (55/124)
Leucocitos 10° cel (100/124)

Adenoma Gastrico (1/2)
Fibroadenoma mama (2/9)
Hepatitis (19/38)
Cirrosis (6/8)
Polipos colon (0/20)
Adenoma Colon (0/1)
HBP (1/20)
Metaplasia intestinal (1/13)
Astrocitoma anaplast (1/16)
Meningioma Benigno (4/27)
Ganglioneuroma (0/4)
Mioma (0/103)

Total (758/859),
85 % positivos

Total (19/310), 6% positivos

Total (38/266),
14% positivos
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Estos resultados son consistentes con el hecho de que la telomerasa es el
marcador mas ampliamente expresado y especifico del cancer hasta la fecha'®’. Segun
datos publicados recientemente, 758 de 895 (85%) muestras de tumores malignos tienen
actividad telomerasa y en concreto en el 90-100% de los canceres colorrectales
humanos, mientras que esta no se detectd en ninguno de los 70 tejidos sanos

. 131,132
estudiados

. Esta fuerte asociacion de la actividad telomerasa con los tejidos
malignizados es una buena evidencia de que la telomerasa puede ser un marcador
importante para el diagnostico del cancer. Asimismo, los tejidos de la linea germinal
analizados, y algunas células madre tienen actividad telomerasa, de hecho, se ha
demostrado que la sobreexpresion de hTERT sobre células madre en regiones del
foliculo piloso favorece su crecimiento, promoviendo la reactivaciéon de las Stem

132,1
cells'?>133

. Por otra parte, también se ha demostrado actividad telomerasa en los
leucocitos, esto explicaria la observacion de que algunos tejidos histologicamente
normales adyacentes a la zona tumoral (19/310) (6%) presentan también actividad
telomerasa, debido a la existencia de linfocitos infiltrantes tanto en el tumor como en los
tejidos contiguos. Sin embargo, dicha actividad telomerasa en estos tejidos sanos,
también podria ser debida a células tumorales infiltrantes. Estos resultados muestran que
la deteccion de la telomerasa mediante el método TRAP puede ser el método mas
sensible para la deteccion de infiltracion de los tejidos sanos de los margenes tumorales
y puede servir de ayuda para que los procedimientos quirurgicos sean mas efectivos.

También se ha encontrado actividad telomerasa en 38 de 266 (14%) muestras de
lesiones benignas y premalignas. Esto parece deberse a la presencia previa de células
malignas no detectadas, pudiendo utilizarse para el diagnodstico de cancer en un estadio
mas inicial, ademas de predecir el resultado de la enfermedad.

A modo de resumen, podemos decir que a nivel quirtrgico, desde un punto de
vista estrictamente técnico, dificilmente se podrd en los proximos 10 afios mejorar los
resultados tras adquirir y ejecutar correctamente los conceptos actuales de la escision
total del mesorrecto asociados a las medidas terapéuticas multidisciplinarias, por ello a
la hora de involucrarse en estudios cuyo objetivo sea incrementar la supervivencia y por
ello disminuir la mortalidad por este cancer, los objetivos se basaran en los siguientes

puntos:
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1. Campo de la prevencion: campafias de cribaje, despistaje e identificacion
de familias con sindromes hereditarios, ademas de la poliposis
adenomatosa familiar, por su frecuencia, es quizd mdas importante la
identificacion de los pacientes con cancer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis.

2. Seguir con la busqueda de marcadores tumorales que identifiquen de
forma precoz esta enfermedad o sus recaidas y con elevado poder de
discriminacion con los sujetos sanos. Con este objetivo, hemos estudiado
la cuantificacion de la expresion del gen hTERT de la telomerasa a partir
de mRNA circulante en el plasma de pacientes con CCR.

3. Ahondando en la etiopatogenia de estos tumores, algunas vias de
aplicacion practica pueden ser:

= Los estudios de microarrays que podran definir las alteraciones
especificas desde el punto de vista molecular y genético para cada
tumor y su huésped.

= Aplicaciébn de vacunas antitumorales, con sus dos vertientes
metodoldgicas, como son la utilizacion de vectores retrovirales, o

la vehiculizacién liposomal.

Por consiguiente, la mayor utilidad clinica de la telomerasa podria ser en el
diagnéstico a través de fluidos biologicos de facil obtencion: Orina, sangre, esputos y
lavados broncoalveolares. En este sentido, a continuaciéon se presenta una técnica
basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que ha permitido cuantificar

) . , 102
transcritos de la telomerasa en el plasma de pacientes con cancer colorrectal .
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cancer colorrectal, es una de las neoplasias con una mayor incidencia y que
hoy en dia, aun es una de las causas de muerte mas frecuente en nuestro medio, en
relacion a ello, el desarrollo de recidivas locales tras la intervencion quirdrgica es uno
de los factores mas importantes implicados en la mortalidad por este tipo de tumor.
Tales recidivas podrian ser debidas a células provenientes del tumor que se diseminen
durante el proceso quirurgico y que puedan establecerse en tejidos sanos cercanos y en
el peritoneo’'**.

En los ultimos afios, ha despertado gran interés la identificacion de las
alteraciones genéticas relacionadas en el desarrollo de este tipo de cancer y su

implicacion como marcador tumoral en el diagnostico precoz tanto del tumor primario

como de su recidiva.
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La actividad telomerasa se encuentra aumentada en el 90-100% de los canceres
colorrectales humanos. Este aumento de actividad es independiente del estado del gen
TP53 (que codifica para la proteina p53) por lo que se ha propuesto como una via de
desarrollo tumoral alternativa a la de la activacién del oncogén K-ras y la apoptosis'~".

Por lo tanto, en nuestro grupo nos hemos planteado como hipétesis de trabajo, el
valor que puede tener la determinacion del gen hTERT de la telomerasa en plasma de
pacientes con cancer colorrectal, como posible marcador tumoral y su utilizacién en un
futuro como test analitico en el diagnostico y seguimiento de estos pacientes. Con ello,
los objetivos del presente trabajo son:

1. Cuantificar, en el RNA plasmatico, mediante Transcripcion Inversa-
Reaccion en Cadena de la Polimerasa la subunidad hTERT del gen de la
telomerasa en una serie consecutiva de 81 pacientes intervenidos de
forma electiva de cancer colorrectal.

2. Analizar el poder de discriminacion de este marcador comparandolo con
un grupo control formado por 50 sujetos sin patologia neoplasica
conocida, determinando dicho gen en plasma mediante el mismo
procedimiento.

3. Determinar en el grupo de pacientes con cancer colorrectal, la existencia
o no de correlacion entre los niveles de expresion del gen hTERT y
determinadas variables:

e Laedady el sexo.

e Los niveles de CEA preoperatorio.
e El estadio tumoral.

e FEl grado de diferenciacion tumoral.

4. Caracterizacion molecular en células neoplasicas procedentes del tumor
primario en un subgrupo de los pacientes intervenidos, determinando la
actividad telomerasa en dichas células, comparando la misma con células

de mucosa sana del colon adyacente al tumor.
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1. - SELECCION DE PACIENTES:

Hemos realizado un estudio prospectivo, en el que se incluyen 81 pacientes,
todos ellos intervenidos de forma programada y con intencidon curativa de céncer
colorrectal en la unidad de Coloproctologia, Servicio de Cirugia, del Hospital Clinico
Universitario de Valencia.

Con respecto a la seleccion de pacientes, esta ha sido de forma consecutiva
incluyendo los enfermos diagnosticados de cancer de colon y/o recto y que se han
intervenido con caracter electivo en el periodo de tiempo comprendido entre Junio del
afio 2000 y Noviembre del afio 2002. La mediana de edad ha sido de 69 aios (34-92)
(media 67.93 anos), de los cuales 51 (62.96%) fueron hombres y 30 (37.04%) mujeres
(tabla-3). De acuerdo con los hallazgos quirtirgicos e histologicos, 1 paciente (1.23%) se
encontraba en estadio TisNoM, (estadio 0), 17 pacientes (20.99%) se encontraban en
estadio T1..NoMj (estadio I), 33 pacientes (40.74%) en estadio T3.4NoMj (estadio II), 20
pacientes (24.69%) en estadio T, 4N;,M, (estadio III) y 10 pacientes (12.35%) en
estadio T1.4N;,M; (estadio IV) (tabla-3).

Se determind la concentracion preoperatoria de CEA en suero en los 81
pacientes mediante enzimoinmunoanalisis con kits comerciales (ES-300; Boehringer
Mannheim). Las cifras consideradas normales fueron las que se encontraban entre
0-5ng/ml.

Por otro lado, como grupo control, se han seleccionado 50 voluntarios en los que
se habia descartado previamente cualquier tipo de patologia neoplasica conocida. De
ellos, 24 son sujetos voluntarios sanos, y 26 son sujetos ingresados en nuestro Servicio
por patologia benigna y sin antecedentes conocidos en su historial médico de patologia
neoplasica.

En este grupo la mediana de edad fue de 40 afios (17-85) (media 46 anos), de
estos, 25 (50%) fueron hombres y 25 (50%) mujeres. Asi mismo, a todos los sujetos
incluidos en este grupo control se establecid como criterio absoluto de inclusiéon la
ausencia de anemia (considerando como tal; hemoglobina < 10.7gr/dl y un hematocrito
<33%), y de igual manera la ausencia de alteracion de otros parametros analiticos tales
como leucocitos, plaquetas, creatinina y iones. Los aspectos clinicos, en cuanto a
caracteristicas de sexo, edad y patologia por la cual estan ingresados se resumen en la

tabla-4.
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Sexo
Varones 51 (62.96%)
Mujeres 30 (37.04%)

Edad Mediana: 69 (34-92)

< 65 afios
65-74 afios

275 anos

23 (28.4%)
25 (30.86%)
33 (40.74%)

Localizacion tumoral

Colon derecho 19 (23.46%)
Colon izquierdo-sigma 23 (28.40%)
Recto 39 (48.15%)
Estadio TNM
E-0 1(1.23%)
E-1 17 (20.99%)
E-II 33 (40.74%)
E-1IT 20 (24.69%)
E-IV 10 (12.35%)
Metastasis ganglionar
Ausente 54 (66.67%)
Presente 27 (33.33%)
Infiltracion parietal
Submucosa 5(7.17%)
Muscular 15 (18.52%)
Serosa 55 (67.90%)
Estructuras vecinas 6 (7.41%)

Grado de diferenciacion

Bien 12 (14.81%)
Moderado 59 (72.84%)
Bajo 10 (12.35%)

CEA preoperatorio
< 6ng/ml 61(75.31%)
> 6ng/ml 20 (24.69%)
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Sexo

Varones 25 (50%)
Mujeres 25 (50%)

Edad Mediana: 40 (17-85)

< 65 afios 42 (84%)
65-74 afios 3(6%)
275 afios 5(10%)

Patologia asociada

[\
N

Voluntarios sanos
Patologia hepatobiliar (no tumoral)
Proctologia
Pulmon y pared toracica
Patologia inflamatoria intestinal
Enfermedad diverticular del colon
Pared abdominal
Oclusion intestinal por bridas
Apendicitis
Ginecomastia

Obesidad morbida

~ o~~~ N W W W Y

W
S

TOTAL

Tabla 4.- Sujetos control; edad, sexo y patologia asociada.
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2. - OBTENCION DE MUESTRAS:

En todos los pacientes, momentos previos a la intervencion quirlrgica, se
tomaron muestras de 5-8ml de sangre venosa sistémica del antebrazo mediante la
utilizacion de unos tubos especiales, los cuales contienen gel de citrato sodico, que al
centrifugar, permite separar el contenido del tubo en plasma, células mononucleares de
la sangre y hematies por gradiente de densidades'®> (VACUTAINER® CPT™ #
362761; Becton-Dikinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) (Figuras 20 y 21).

Una vez finalizada la intervencion se recogieron muestras de tejido tumoral y de
mucosa sana del colon adyacente al tumor procedentes del espécimen quirurgico en 10
de los 81 pacientes, con la finalidad de determinar la actividad telomerasa en dichas
células y poder comprobar su correlacion con la expresion del gen hTERT en sangre.

La obtencion de muestras en los sujetos control se realizd también en sangre
venosa periférica del antebrazo. En todos los casos, tanto en el grupo de sujetos control
como en el grupo de pacientes, la conservacion y traslado de las muestras hasta el
laboratorio, antes de su procesamiento, durd un tiempo estimado entre 30-90 minutos,
en este intervalo de tiempo las muestras permanecian en nevera a una temperatura de
4°C. Todo el procesamiento y analisis de muestras se realizdo en el laboratorio del

Departamento de Farmacologia de la Universitat de Valéncia.

Lymphocytes and Monocytes
Density gradient

Gel barrier

Erythrocytes and Neutrophils

BD CPT™ System

Cell Preparation Tube

Figuras 20y 21. - Tubo Vacutainer para la recogida de muestras de sangre.
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3. - PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

La expresion del hTERT fue determinada en todas las muestras de plasma
extraidas de la sangre periférica basada en la cuantificacion a tiempo real de la
subunidad hTERT de la telomerasa (RT-PCR), método normalizado mediante el
referente de la expresion del gen GAPDH, a partir de plasma del grupo de pacientes con
cancer colorrectal y del grupo de sujetos control.

Una vez las muestras trasladadas al laboratorio, las células mononucleares de la
sangre, el plasma y hematies (figuras-22 y 23) fueron separados mediante

centrifugacion siguiendo las instrucciones de la casa comercial (figura-24).

b Mononuclear Cell
Separationin
s VACUTAINER" CPT™ Tube
— .f 1xw Enythrocytes
b quantity J
|

Eosinophils

1.060 H;I?D Y1080 1090 1100 1110
Gel density 1.077  Densty lg/mi)

Figura 24.- Centrifuga.
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A continuacion, se procede a la separacion del plasma, del cual vamos a extraer
el RNA circulante. Si su procesamiento no era llevado a cabo en ese momento, era
congelado a —80°C.

Seguidamente, se extraian 250 microlitros de plasma, a los que se anadia 750
microlitros de trizol (agente que permite la separacion de acidos nucleicos y proteinas)
(Invitrogen). Transcurridos 15 minutos, y una vez mezclados correctamente los
productos, se afiadia a la mezcla anterior 250 microlitros de cloroformo, con la finalidad
de degradar los lipidos, para proceder a continuacion, transcurridos 5 minutos, a su
centrifugado a 15000rpm durante 20 minutos. Una vez centrifugada la mezcla, por
diferencia de densidades de su contenido, esta era separada en tres fases:

1. Fase acuosa; cuyo contenido era RNA.
2. DNA.

3. Trizol, cloroformo y proteinas, en el fondo (Figura-25).

v

RNA

> | DN4

v

Trizol, cloroformo, proteinas.

Figura 25.- Separacion del RNA.

Se procedid a separar la fase acuosa que contiene el RNA del resto. Tanto el
RNA como el DNA que estan presentes en el plasma, provienen de pequefios
fragmentos de restos celulares circulantes, (tanto tumorales, como de leucocitos, células
inflamatorias...). A ello se le anadieron 5 microlitros de glicogeno y 500 microlitros de
isopropanolol, agentes que favorecen y provocan la precipitacion del RNA, ya que su
concentracion es muy baja. La anterior mezcla, se deja 10 minutos a temperatura
ambiente, para posteriormente proceder a un nuevo centrifugado a 15000rpm, durante
20 minutos, quedando los fragmentos de RNA precipitados, desechando el
sobrenadante.

Sobre el RNA precipitado se afiadio etanol al 75% cuya finalidad es eliminar

restos de sales y de las soluciones previas. Posteriormente, la purificacion del RNA se
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llevd a cabo utilizando el Nucleospin RNA II Kit (Macherey-Nagel, Easton,
Pennsylvania), el cual incluye DNAasa | para tratar la muestra. A continuacioén se
realizd otro centrifugado de la solucion a 15000rpm durante 5 minutos desechando
seguidamente el etanol, quedando los fragmentos de RNA precipitado y purificado,

procediendo a su secado con una campana de vacio (Figura-26).

Figura 26.- Secadora.

Seguidamente, se afiadieron 40 microlitros de agua destilada, con el proposito de
que el RNA se encuentre diluido y en suspension. De la anterior solucion, se extrajeron
15 microlitros para mezclarlos con otros 585 microlitros de agua destilada, pues es
necesario un volumen total de 600 microlitros para la lectura por el espectrofotdmetro

en cubeta de cuarzo (Figura- 27).

AN

40 ul 15ul
H0 600 pl
585ul ‘ RN en
RNA H,0 suspension
purificado

Figura 27. - Dilucion del RNA para la lectura por el espectrofotometro.
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A continuacién el RNA es cuantificado por espectrofotometria (figura-28),
midiendo la absorbancia de la solucion realizandose dos lecturas:
1. A 260nm de longitud de onda: Es la longitud de onda que absorben los
acidos nucleicos (cuantifica el RNA de la muestra).
2. A 280nm de longitud de onda: Es la longitud de onda que absorben las

proteinas de la muestra.

Figura 28.- Espectrofotometro.

Con la aplicacion de la siguiente formula matemadtica, y una vez conocida la
absorbancia de la muestra, se puede calcular la concentraciéon de RNA total de cada
muestra, ello permite utilizar la misma cantidad de RNA en todas las muestras

analizadas:

[ RNA ] ( microgramos / mililitro) = Absorbancia x 50" x 40

1: Factor de transformacion.

2: Numero de veces que se diluye.

Como control endégeno para normalizar el RNA de la reaccion, se utilizdo un
control del propio paciente, en concreto el gen GAPDH, que se expresa de forma
constitutiva en las células humanas, es decir, independientemente de cualquier proceso
patoldgico, ya que hay genes cuya expresion puede verse modificada por la presencia de
algunas patologias o tumores. Ademads, este control enddgeno permite corregir y
normalizar pardmetros como: La cantidad de RNA, degradacion de RNA y la presencia

de inhibidores de la transcriptasa inversa.
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4. - DETERMINACION DE LA EXPRESION hTERT:
TRANSCRIPCION INVERSA. REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA:

Se escogieron un disefio de olidos y sondas, es decir, secuencias de nucleétidos

del gen que se quiere buscar:
1. Para hTERT.
2. Para GAPDH.

A este disefio, se afiadieron 200ng de RNA purificado de cada paciente y/o
sujeto control, utilizdndose en la reaccion de transcripcion inversa, empleando “random
hexamers” y el Kit “TagMan transcription reagents-Applied Biosystems” en las
siguientes condiciones:

- 10 min. a 20°C, para la union de los cebadores al RNA.
- 45 min. a 42°C, para la sintesis del cDNA.
- 5 min. a 95°C, para la inactivacion del enzima.

Con ello se ha trascrito el RNA a DNA, puesto que la reaccion en cadena de la
polimerasa solo es capaz de amplificar DNA, de manera que se han obtenido dos
preparaciones:

a) Oligos complementarios de hTERT (random hexamers), RNA total del
paciente (200ng) y transcriptasa inversa (RT) (Kit TagMan transcription
reagents).

b) Oligos complementarios de GAPDH, RNA total y RT.

Una vez obtenido el DNA, este se amplifico por la reacciéon en cadena de la
polimerasa, técnica que permite la identificacion de fragmentos de DNA que puedan
estar presentes en muy pequefia cantidad en una muestra, mediante el uso de “primers”
o iniciadores, que son pequeias cadenas de 15-40 oligonucledtidos, a partir de los
cuales pueden constituirse diferentes secuencias de DNA complementario. Por cambios
de temperatura y la presencia de una polimerasa termoestable puede repetirse el ciclo
dando lugar a una amplificacion, que puede repetirse de modo sucesivo. Seguin los
distintos “primers” utilizados a voluntad del investigador, se puede estudiar un

fragmento diferente de DNA.
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El método que hemos utilizado implica el aislamiento de ARNm de cada
muestra, preparacion del DNAc mediante transcriptasa inversa y amplificacion del
DNACc especifico de la telomerasa. En este sentido, en el laboratorio se ha desarrollado
un procedimiento para la cuantificacion de la expresion génica de la subunidad hTERT
de la telomerasa por RT-PCR a tiempo real, a partir de plasma de ambos grupos:
Pacientes con cancer colorrectal y el grupo de sujetos control.

Para el analisis de PCR, se mezclaron 5ul de la reaccion de transcripcion inversa
con 45ul de TagMan Universal PCR Master Mix, conteniendo 250nM de los cebadores
tanto la secuencia FW (inicial) (hnTERT-Fw: 5°- ACCGTCTGCGTGAGGAGATC-3’),
como la secuencia reversa RV (hTERT-Rv: 5’- CCGGTAGAAAAAAGAGCCTGTTC-
3’), junto con 125nM de la sonda TagMan, especificos del gen hTERT (hTERT: 5°-
FAM-TGTACGTCGTCGACTGCTCAGGTCTTT-TAMRA-3"). Los cebadores y
sonda del gen GAPDH son suministrados por la casa comercial.

El método estd basado en la propiedad 5’-exonucleasa que posee la Taq
polimerasa. La sonda TagMan, esta marcada con un fluor6foro marcador en el extremo
5’ y otro fluordforo en el extremo 3’ (quencher). Cuando la sonda esta intacta, la
fluorescencia emitida por el marcador es apantallada por el quencher de tal manera que
no se observa fluorescencia alguna. Conforme se va produciendo la reaccion PCR
debido a la actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa, se van liberando moléculas del
fluor6foro marcador, lo que permite la emision de fluorescencia (figuras-29 y 30).
Dicha fluorescencia se mide con un aparato (figura-31), capaz de detectar los productos
de PCR conforme se van acumulando durante la reaccion, lo cual permite la
cuantificacion precisa y reproducible de DNA. Esta fluorescencia es proporcional al
namero de moléculas de DNA presentes en la muestra, es decir, a la expresion del gen
de interés (la figura-32 resume de forma esquematica el proceso de RT-PCR).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

- 10 min a 95°C, para la activacion del enzima.
- 40 ciclos de dos pasos: - 15seg. a 95°C.
* Imin. a 60°C.

Todas las muestras se analizaron por duplicado. Para la preparacion de la curva

standard se utilizo la linea celular de carcinoma de colon HT-29, extrayendo su RNA

con el mismo protocolo descrito para las muestra de los pacientes (Trizol) y a partir de
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¢l se procede a la obtencioén del cDNA por RT (figura-33). Tras la sintesis del cDNA, se

obtuvieron diluciones para generar una curva standard que cubriera un rango de

concentraciones entre 0.016-250ng.
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Figura 30.- Determinacion de la expresion del gen GAPDH. Curva standard.

Figura 31.- Secuenciador de DNA para detectar los productos de PCR.
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Figura 33.- HT-29: Linea celular de cdncer de colon con expresion elevada de hTERT.

Los valores para determinar el ciclo umbral (Ct) (porcentaje a partir del cual se
obtiene respuesta) se midieron con el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism
7700 (figura-34), y se transformaron en ng de HT-29 hTERT y ng de HT-29 GAPDH
utilizando las curvas standard obtenidas el mismo dia del experimento. La relacion entre
ng hTERT y ng GAPDH representa los valores normalizados (hTERTy) de cada

muestra, que pueden ser comparados con los obtenidos a partir de otras muestras.

ng RNA-hTERT/ng RNA-GAPDH

Figura 34.- Sistema de PCR cuantitativo a tiempo real (Applied Biosystem®)
utilizado en este estudio.
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5. - DETECCION DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA
EN TEJIDOS:

Se determind la actividad telomerasa basada en el ensayo TRAP en tejidos
tumorales y en mucosa colica adyacente al tumor en 10 de los pacientes con cancer
colorrectal intervenidos. Se ha utilizado el kit de deteccion de telomerasa TRAP-eze
(oncor) que es una version mejorada del método original disefiado por Kim NW et al'*®
(Science 266: 2011-2015, 1994). El ensayo consta de dos partes, en la primera fase de la
reaccion, la telomerasa (si esta presente en las células) afiade un nimero determinado de
repeticiones teloméricas en el extremo 3’ de un oligonucleétido sintético. En la segunda
fase, los productos sintetizados se amplifican mediante PCR caracteristica. La deteccion
se realiza mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (12%) y tincion con bromuro
de etidio o plata.

En la primera etapa, la telomerasa reconoce un oligonucledtido no telomérico
(TS) como sustrato y extiende el oligonucledtido con secuencias teloméricas repetitivas
de novo durante un periodo de 10 minutos a temperatura ambiente. Al inicio de la
segunda etapa, la telomerasa se inactiva mediante exposicion a altas temperaturas a
medida que se inicia el ciclo de PCR y el “primer” de retorno (CX) complementario a la
secuencia telomérica se une al producto de la telomerasa. En este momento, la Taq
polimerasa de ADN sintetiza la segunda cadena de ADN. Los productos de dos cadenas
(duplex) se amplifican posteriormente durante 25 a 35 ciclos de PCR, durante los cuales
el oligonucleotido TS, que esta presente en exceso, se utiliza como “primer” delantero.
Dado que la telomerasa es una enzima progresiva, los productos de la posterior reaccion
de PCR aparecen en los geles como una escalera de bandas a intervalos de seis
nucleotidos (1* banda, -GGTTAG- x 1, 2* banda, -GGTTAG- x 2, etc). Los productos
de PCR pueden detectarse mediante la incorporacion de nucledtidos radioactivos o
tincion con colorantes alternantes (figura-35).

Los procedimientos anteriormente descritos, han sido ratificados por el Comité
de Etica y de Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Asimismo,
se ha obtenido un consentimiento escrito de cada uno de los pacientes y sujetos sanos

del grupo control, previamente a la inclusion del estudio.
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Figura 35.- Sistema TRAP: Bandas de deteccion de actividad telomerasa en tejidos
normales y tumor.

Telomerase Repeat Amplification Protocol (TRAP)
- NTNTN

T N T

A Nt W e
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6. - ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos obtenidos a partir de los distintos estudios practicados fueron
procesados utilizando el programa SPSS (Statistical Package for the Social Science),
Chicago, version 12.0 para Windows. El método estadistico utilizado, se ha estructurado

de la siguiente forma:

6.1. ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO:

De cada variable obtenida, hemos realizado un analisis descriptivo, de manera
que en los resultados se ha utilizado la mediana como medida de tendencia central y el

rango o amplitud como medida de dispersion.

6.2. ANALISIS BIVARIANTE:

Engloba todos los contrastes estadisticos necesarios para evaluar la variable
hTERT, comparando resultados en los distintos momentos del seguimiento y segun los
factores independientes:

e Prueba de Kolmogorov-Smirnov: Se ha utilizado para contrastar el ajuste a
una distribucion normal de las variables fundamentales hTERT y CEA. Dado
que el resultado es negativo, la consecucion de los objetivos en la investigacion
se aborda desde un enfoque no paramétrico.

e Prueba de Wilcoxon: Se trata de un procedimiento no paramétrico que se
utiliza con dos muestras relacionadas para contrastar la hipotesis de que las dos
variables tienen la misma distribucion. Esta prueba tiene en cuenta la
informacion sobre la magnitud de las diferencias dentro de los pares, dando mas
peso a los pares que presentan grandes diferencias que a los pares que presentan
diferencias pequefias. La hemos utilizado para contrastar la homogeneidad de
distribuciones en dos muestras relacionadas, en concreto para contrastar la
actividad telomerasa en tejidos tumorales y mucosa sana en un mismo paciente.

e Prueba de Kruskal-Wallis; para varias muestras independientes (mas de dos):
Se utiliza para contrastar si la distribucion de un parametro, cuando menos
ordinal, es 0 no la misma en tres o mas muestras independientes. Por ejemplo,

para analizar el hTERT segtn el estadio o el grado de diferenciacion tumoral.
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e Prueba de Mann-Whitney; para dos muestras independientes: Se utiliza para
contrastar si la distribucion de un parametro, cuando menos ordinal, es o no la
misma en dos muestras independientes. Por ejemplo, para contrastar diferencias
en la distribucion del hTERT segtn el sexo. Es una prueba no paramétrica que
contrasta dos muestras independientes.

e Coeficientes de correlacion: Compara dos variables diferentes, verificando la
hipotesis de si hay o no relacion entre dos variables desde un punto de vista
estadistico. Se ha utilizado el fest de Spearman al realizarse un estudio no

paramétrico (edad, CEA).

El nivel de significatividad empleado en todos los andlisis bivariantes ha sido el
5% (0=0.05)". Las relaciones estadisticamente significativas se visualizan en los

graficos mas adecuados para su interpretacion.

6.3. ANALISIS MULTIVARIANTE:

Hemos realizado un andlisis multivariante con el objetivo de identificar los
factores mas significativos para explicar la presencia de cancer colorrectal (en nuestro
caso) entre todo el conjunto de variables de interés. Como técnica multivariante se han
desarrollado modelos de regresion logistica.

El modelo multivariante logistico expresa la probabilidad de emergencia en
funcion de una serie de variables independientes. Constituye un planteamiento especial
de Regresion Lineal Multiple, en el que también se busca un modelo o ecuacidon capaz
de predecir el valor que tomara una variable dependiente (Y) en funcién de los valores
que presenten diversas variables independientes (X;... Xp)*¢1*"1%,

La forma sigmoidea a la que se obliga matematicamente el modelo constituye un
acercamiento a la realidad bioldgica, ya que la influencia de un factor sobre la
probabilidad de un hecho (valores de hTERT — CCR) mas que una recta, se asemeja a

la curva habitual de respuesta a diferentes dosis de un estimulo.

' Cualquier p-valor menor a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente significativa. Por el
contrario, un p-valor mayor o igual a 0.05 indica ausencia de relacion.
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Prob. de
CCR

Valor
hTERTy

El objetivo primordial que resuelve esta técnica es el de modelar como influye
en la probabilidad de aparicion de un suceso, habitualmente dicotomico, la presencia o
no de diversos factores y el valor o nivel de los mismos.

Una de las caracteristicas del modelo de regresion logistica es la relacion que
guardan los coeficientes de un parametro de cuantificacion de riesgo conocido como
“odds ratio”. El odds asociado a un suceso es el cociente entre la probabilidad de que

ocurra frente a la probabilidad de que no ocurra'”.

odds =—2—
I-p
El modelo logistico expresa el odds como una funciéon exponencial de las
variables independientes:
p — eﬂ0+ﬂlxl+ﬂ2x2+""+ﬂnxn

l-p

Donde p es la probabilidad de apariciéon de CCR y X (i=/...n) son las variables
independientes (sexo, edad, etc...). Los B; son los coeficientes de regresion, a estimar en

el analisis, de manera que una forma equivalente de escribir la ecuacion es:

P _ hophX B
l-p
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Es facil ver que el aumento unitario de un determinado factor Xj, multiplica el
odds por el valor ¢”. Por tanto, la influencia significativa de un factor se va a medir en
términos de variacion producida en el odds de la emergencia.

Si en la ecuacion de regresion tenemos un factor dicotdémico como puede ser si
el sujeto tiene o no CCR, el coeficiente B de la ecuacion para ese factor estd
directamente relacionado con el odds ratio de tener CCR o no tenerlo:

OR=exp ()

Es decir, que exp(p) es una medida que cuantifica el riesgo que representa poseer
el factor correspondiente respecto a no poseerlo, suponiendo que el resto de variables
del modelo permanecen constantes. Cuando la variante es numérica, como la edad, es
una medida que cuantifica el cambio en el riesgo cuando se pasa de un valor del factor a
otro, permaneciendo constantes el resto de variables. Asi, el odds ratio que supone pasar
de la edad X; a la edad X, siendo B el coeficiente correspondiente a la edad en el
modelo logistico es:

OR=exp [ B x (X>-X)) ]

El método de entrada de variables es una seleccion por pasos condicional hacia
delante, con un p-valor de entrada de 0.05 y de salida 0.1 para las variables.

Los contrastes para las variables categoricas (en este caso todas) toman como
referencia la primera categoria de cada variable con la que se compara la presencia o
ausencia del resto.

Para la cuantificacion de la bondad del ajuste proporcionada por el modelo se
estudia como de probables son los resultados de la muestra, supuestos los parametros
estimados, cuanto es su verosimilitud, es decir, calcular la probabilidad de aparicion del
suceso, para todos los pacientes de la muestra. Para ello, se ha utilizado un estadistico
definido como: menos dos veces el logaritmo de la verosimilitud (-2LL). Si —2LL es
cero, el ajuste es perfecto.

Finalmente para la estimacion del analisis de regresion logistica para explicar la
probabilidad de un diagnéstico de CCR, se han utilizado los 131 casos validos en la
muestra (81 pacientes + 50 controles). Las variables independientes consideradas
inicialmente son todas aquellas que aparecen en la base de datos para la totalidad de la

muestra. El modelo ha incluido tres variables: EDAD, SEXO y hTERT.
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6.3.1. Sensibilidad, especificidad v curva ROC:

Muchas veces, en un test diagndstico, tanto el patréon como el test presentaran un
resultado dicotémico, positivo o negativo, con lo cual su enfrentamiento se podra
resumir en una tabla de contingencia 2x2 (2 filas y 2 columnas).

Los indices mas caracteristicos de un test son, pues, su sensibilidad y
especificidad, siendo la sensibilidad como la probabilidad condicionada de que
habiendo una enfermedad el test sea positivo. La especificidad es la proporcion de
verdaderos negativos o la probabilidad de que, no habiendo enfermedad, el test sea
negativo.

Muchas pruebas producen resultados continuos (nivel de glucosa en sangre,
hTERT...). El comportamiento de dichas pruebas depende de donde se ponga el punto
de corte. Segn se desplace el punto de corte, disminuyen los falsos positivos, pero
aumentan los falsos negativos o, en otros términos, aumenta la sensibilidad y disminuye
la especificidad o viceversa. Para ello se utilizan las curvas ROC (Response Operating
Characteristic): son curvas en las que se presenta la sensibilidad en funcion de los falsos

positivos (complementario de la especificidad) para distintos puntos de corte'**'*!

(Figura-36).

Curva ROC
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Figura 36.- Ejemplo de curva ROC.
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Las fracciones de verdaderos y falsos positivos se calculan por separado para cada
subgrupo, por tanto, la curva ROC es independiente de la prevalencia de la enfermedad
en la muestra. Cada punto en la figura representa un par de sensibilidad/especificidad
correspondiente a un umbral de decision particular. Una prueba diagndstica con una
discriminacion perfecta tiene una curva que pasa a través de la esquina superior
izquierda, donde la fraccion de verdaderos positivos es 1 o 100% (sensibilidad perfecta)
y la fraccion de falsos positivos es 0 (especificidad perfecta). Una figura tedrica para
una prueba que no discrimina (distribucion idéntica de los resultados para ambos
grupos) es una linea diagonal de 45° o desde la esquina inferior izquierda hasta la
superior derecha. La mayoria de las representaciones caen entre estos extremos. Cuanto
mas cerca esté la linea de la esquina superior izquierda, mayor serd la precision de la

prueba'** (Figura-37).

Tipos de curvas ROC

Sensihilidad

i D2 ] 1

1-E|§tpeeii'n?aa ad

Figura 37.- Tipos de curva ROC.

La figura de la curva ROC proporciona un cuadro completo de la capacidad de
una prueba para discriminar, se examinan todos los posibles umbrales de decision;
representa los pares de sensibilidad/especificidad para todo el rango de resultados
observados. En el eje “Y” se representa la sensibilidad o la proporcion de verdaderos
positivos (VP/VP+FN). En el eje “X” estéd representada la fraccion de falsos positivos o

1- especificidad (FP/FP+VN).
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El area bajo la curva es el mejor indicador global de la precision de una prueba
diagnostica, este area es siempre mayor o igual a 0.5, de manera que cuanto mayor sea
el area que quede bajo la curva, mejor es el test. El rango de los valores se mueve entre
1 (prueba perfecta) y 0.5 (prueba inutil), la interpretacion del valor del area seria del
modo siguiente: un area de 0.8, seria la probabilidad de que ante un par de individuos,
uno enfermo y el otro sano, la prueba los clasifique correctamente en el 80% de las
veces.

Generalmente, cualquier indice diagnostico se expresa en forma de porcentaje, a
excepcion de los odds ratio. Todos ellos, incluso el porcentaje de superficie bajo la
curva ROC, se deben acompafiar de un intervalo de confianza, habitualmente con el
95% de seguridad. En el caso de los porcentajes, y en este terreno de las pruebas
diagnosticas, nunca se debe olvidar que el valor nulo o cero de la escala es el 50%. En
efecto, un indice cuya estimacion puntual sea el 50%, o cuyo intervalo de confianza

contenga ese 50%, equivale a una utilidad diagnostica 0.

En consecuencia, las curvas ROC son utiles para:
e Conocer el rendimiento global de una prueba. Area bajo la curva.
e Comparar dos pruebas o dos puntos de corte.

e Elegir el punto de corte apropiado para un determinado paciente.

Las limitaciones de su uso son que solo contemplan dos estados clinicos posibles
(sano y enfermo) y no sirven para situaciones en que se trata de discernir entre mas de
dos enfermedades.

La eleccion del punto de corte de la curva viene determinada por la tangente de la

curva que en ese punto tiene una pendiente calculada con la siguiente férmula:

1-P
P

PEN =

X

| O

Donde C es el coste neto de tratar pacientes no enfermos (coste de falsos
positivos), siendo B el beneficio de tratar sujetos enfermos (coste de verdaderos

positivos), P la prevalencia de la enfermedad, y PEN la pendiente de la tangente' .
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1. - NIVELES DE EXPRESION DE LA SUBUNIDAD
hTERT DEL GEN DE LA TELOMERASA EN PLASMA:

1.1. EXPRESION DEL GEN hTERTy EN EL GRUPO DE
PACIENTES CON CCR:

La expresion del gen hTERTy de la telomerasa se detect6 en los 81 pacientes con
cancer colorrectal. La mediana de la expresion en este grupo fue de 10.94. El valor
minimo detectado ha sido de 0.93, siendo el valor maximo de 54.72. En tan solo 2
pacientes se ha obtenido un valor inferior a 1 (2.47%). En el siguiente cuadro se

resumen estos resultados.

N= 81
Mediana: 10.94
Rango: 0.93-54.72
Media: 15.61
Desviacion standard: 13.36
Pacientes con hTERT < 1: 2(2.47%)

En la tabla-5, se reflejan los valores obtenidos del gen de forma individualizada en

cada paciente, asi como la edad, sexo y localizacion del tumor.
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Tabla 5.- Pacientes: Sexo, edad, localizacion tumoral y expresion hTERTy.

LOCALIZACION | hTERTy

SEXO EDAD

1 H 75 Colon-sigma
2 H 46 Colon

3 M 75 Colon-sigma
4 H 82 Colon

5 H 68 Colon

6 H 77 Colon-sigma
7 H 50 Recto

8 M 88 Colon

9 H 78 Recto

10 H 92 Colon

11 H 79 Colon
12 H 59 Recto

13 H 64 Recto

14 M 77 Colon

15 M 79 Colon

16 H 79 Recto

17 M 79 Colon-sigma
18 M 50 Recto

19 M 67 Recto

20 H 77 Recto

21 M 77 Colon

22 M 65 Colon-sigma
23 H 73 Recto

24 M 65 Recto

25 H 78 Recto

26 M 68 Colon

27 M 77 Colon

28 M 60 Recto

29 M 86 Colon
30 H 55 Colon-sigma
31 H 48 Recto
32 H 68 Colon-sigma
33 M 66 Recto

34 M 78 Recto

35 H 84 Colon

36 H 52 Recto

37 M 83 Recto

38 M 79 Colon-sigma
39 H 80 Recto

40 H 66 Colon-sigma
41 H 34 Recto

42 H 71 Recto

43 M 66 Colon-sigma
44 M 83 Recto

45 H 35 Recto
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SEXO EDAD LOCALIZACION
46 H 78 Colon-sigma
47 H 72 Recto
48 M 81 Colon
49 H 40 Recto
50 H 45 Colon-sigma
51 M 76 Recto
52 H 60 Colon-sigma
53 H 64 Recto
54 H 72 Recto
55 H 74 Colon
56 M 80 Colon-sigma
57 H 61 Recto
58 H 78 Recto
59 H 77 Recto
60 H 68 Colon-sigma
61 H 68 Colon
62 H 66 Colon
63 M 62 Colon
64 M 68 Colon-sigma
65 M 78 Colon
66 H 83 Recto
67 H 69 Colon-sigma
68 H 78 Recto
69 H 56 Colon-sigma
70 M 68 Colon-sigma
71 H 71 Colon-sigma
72 H 44 Recto
73 H 39 Colon
74 M 83 Colon
75 H 57 Recto
76 M 73 Recto
77 H 66 Recto
78 H 39 Colon
79 H 38 Recto
80 H 67 Recto
81 M 66 Recto

hTERT.

Tabla 5 (continuacion).- Pacientes: Sexo, edad, localizacion tumoral y expresion
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1.2. EXPRESION DEL GEN hTERTy EN EL GRUPO
CONTROL:

La expresion del gen hTERTy de la telomerasa fue detectada en el grupo de 50
sujetos control. La mediana de expresion fue de 0.29. El valor minimo ha sido de 0.00
(en 13 personas), mientras que el valor médximo de expresion es de 4.63. Se obtuvieron

unos valores inferiores a 1 en 34 sujetos (68%). A continuaciéon se resumen los

resultados:
N= 50

Mediana: 0.29
Rango: 0.00-4.63
Media: 0.84
Desviacion standard: 1.178
Controles con hTERT< 1: 34(68%)
Controles con hTERT = 0.00: 13(26%)

En la tabla-6, se muestran los valores obtenidos del gen de forma individual, asi

como la edad, sexo y patologia asociada en el grupo control.
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Tabla 6.- Grupo control: Sexo, edad, patologia asociada y expresion hTERTy .

SEXO

EDAD

PATOLOGIA hTERTy
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SEXO | EDAD PATOLOGIA hTERTy
30 M 39 FISTULA ANO-VAGINAL
31 H 80 COLECISTITIS
32 M 47 QUISTE HIDATIDICO
33 H 17 ABSCESO ISQUIORRECTAL
34 H 34 COLELITIASIS
35 H 32 VOLUNTARIO
36 H 20 VOLUNTARIO
37 M 45 VOLUNTARIO
38 H 20 VOLUNTARIO
39 M 41 VOLUNTARIO
40 M 83 COLECISTITIS
41 M 36 VOLUNTARIO
42 H 45 COLITIS ULCEROSA
43 M 85 VOLUNTARIO
44 M 84 FRACTURAS COSTALES
45 M 62 VOLUNTARIO
46 H 57 SIGMOIDITIS
47 M 27 VOLUNTARIO
48 H 65 HERNIA INGUINAL DERECHA
49 M 54 VOLUNTARIO
50 H 59 VOLUNTARIO

Tabla 6 (Continuacion).- Grupo control: Sexo, edad, patologia asociada y expresion

hTERTy.
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1.3. COMPARACION DE LA EXPRESION DEL hTERT),
ENTRE LOS DOS GRUPOS:

La mediana de la expresion del gen hTERTy en el grupo de pacientes con CCR ha
sido significativamente mads elevada (p< 0.001) (10.94), que el valor de la mediana del
grupo control (0.29).

Cuando hemos analizado los datos de forma individualizada, el 100% de los
pacientes obtuvieron un valor mas elevado de expresion del gen que la mediana del
grupo control (es decir, todos los pacientes han obtenido una expresion hTERTy
superior a 0.29). Cabe destacar que 67 de los 81 pacientes (82.72%) han mostrado
niveles de expresion superiores al valor maximo observado en el grupo control, es decir,

superior a 4.63 (Figuras-38ay 38b).

Figura 38a.- Comparacion entre los valores de la expresion del gen hTERTy entre el
grupo control y el grupo con CCR (Se representan las medianas y rangos).
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Figura 38b.- Comparacion entre los valores de la expresion del gen hTERTy entre el
grupo control y el grupo con CCR (Representacion con diagramas de cajas).
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En la siguiente tabla, se resumen y comparan los datos obtenidos en ambos

grupos (tabla-7).

Tabla 7.- Resultados obtenidos de la cuantificacion del gen hTERTy en ambos grupos.

N hTERTy
Grupo CCR 81 10.94 (0.93-54.72)
Grupo control 50 0.29 (0.00-4.63)
Test estadistico -9.175"
Valor P <0.001

Pacientes con hTERTy con
valor superior a la mediana >0.29
del grupo control

81 (100%)

Pacientes con hTERTy con
valor superior al valor >4.63
mdximo del grupo control

67 (82.72%)

" Valor medianas (rango)

" Test U de Mann-Whitney

100




RESULTADOS

2. - VARIACIONES DE LA EXPRESION DEL hTERT
CON RESPECTO AL SEXO EN AMBOS GRUPOS:

Se han estudiado los valores de la expresion hTERT en funcion del sexo en cada
uno de los dos grupos. En el grupo con CCR, de los 81 pacientes, 51 fueron hombres
(62.96%) y 30 mujeres (37.04%). En este grupo, los niveles de hTERT en el sexo
femenino fueron de (mediana y rango) 14.70 (1.88-46.37), discretamente superiores que
en los varones que obtuvieron unos valores de 10.53 (0.93-54.72). La diferencia no ha
sido significativa (p=0.214).

En el grupo control, de los 50 sujetos estudiados, 25 fueron hombres (50%) y 25
mujeres (50%). En este grupo, los valores de hTERT también fueron ligeramente
superiores en mujeres: 0.38 (0-4.53) que en hombres: 0.27 (0-4.63), sin significacion

estadistica (p=0.688). Los resultados anteriores se resumen en la tabla-8.

Tabla 8.- Comparacion de la expresion del hTERTy entre ambos sexos en los dos grupos.

Grupo CCR
HOMBRES MUJERES | TEST.EST .| P
n 51 (62.96%) 30 (37.04%)
hTERTy | 10.53 (0.93-54.72) | 14.70 (1.88-46.37) -1.242 0.214
Grupo control
HOMBRES MUJERES | TEST.EST .| P
n 25 (50%) 25 (50%)
hTERTy | 0.27 (0.00-4.63) | 0.38 (0.00-4.53) -0.401 0.688
Mediana (rango)
™ Test U Mann Whitney
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3. - RELACION DE LAS CIFRAS DEL hTERT CON
LOS VALORES PREOPERATORIOS DEL ANTIGENO
CARCINOEMBRIONARIO (CEA) EN LOS PACIENTES:

En todos los pacientes, formando parte del estudio preoperatorio, se realiz6 la
determinaciéon del CEA, tomando como valores dentro de la normalidad los
comprendidos entre 0 y Sng/ml. Solamente 20 de los 81 pacientes (24.69%) han
obtenido un CEA preoperatorio elevado. En la tabla-9, se reflejan los valores de CEA y
expresion hTERT de forma individualizada en cada paciente.

El valor del CEA (mediana y rango) en los 81 pacientes ha sido de 2.83 (0.1-
600). Los niveles de CEA preoperatorio fueron en las mujeres de 4.15 (0.1-500),
discretamente superiores que en los hombres: 2.00 (0.1-600), al igual como sucedi6 con
la determinacion del hTERTY, pero en este caso la diferencia presenta significacion
estadistica (p=0.047).

Hemos comparado los niveles de CEA con los valores de expresion del
hTERTY, para ello se han dividido a los pacientes en dos grupos; por un lado los
pacientes que presentaban un CEA preoperararorio dentro de los limites de la
normalidad y por otro lado, los pacientes que obtuvieron un CEA elevado. En el primer
grupo, 61 pacientes (75.31%) tenian un CEA normal, con una mediana de 2.00 (0.1-5),
este grupo de pacientes ha obtenido una expresion hTERTy de 8.91 (0.93-47.67) muy
inferior a la alcanzada en el grupo de 20 pacientes con un CEA elevado: 23.50 (6-600),
el cual ha presentado una expresion hTERTy de 16.48 (2.75-54.72) aunque sin ser
significativa esta diferencia (p=0.191). En la tabla-10, se resumen los niveles de CEA y
valores hTERTY en cada grupo.

Hemos subdividido los dos grupos también por sexos, de tal manera que se han
analizado los valores de hTERTy en hombres con un CEA elevado comparandolos con
los valores hTERTy en el grupo de hombres con un CEA normal. De igual forma, se ha
procedido a comparar los valores hTERTy de las mujeres con un CEA elevado, con los
del grupo de mujeres con CEA normal.

Los niveles de hTERTy en el subgrupo de hombres con CEA elevado ha sido
superior: 13.95 (3.56-54.72) a los valores obtenidos en el subgrupo de hombres con

CEA normal: 9.72 (0.93-47.67), aunque sin significacion estadistica (p=0.481).
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Resultados similares se han obtenido en mujeres, duplicando los valores
hTERTx en el subgrupo de mujeres con CEA elevado: 17.27 (2.75-32.87), frente a los
valores hTERTy alcanzados en el subgrupo de mujeres con CEA normal: 8.61 (1.88-

46.37), tampoco ha habido significacion estadistica en estos resultados (p=0.451).

Tabla 9.- Valores de CEAy hTERTy en cada paciente.

CEA hTERTN

1 2 0.93
2 2 0.99
3 1 1.88
4 2 10.76
5 1 11.52
6 2 12.56
7 10 13.95
8 6 14.82
9 1.2 15.8
10 5 15.89
11 3 19
12 10 19.69
13 1 22.58
14 1 23.73
15 371 26.91
16 4 27.87
17 3 31.53
18 500 32.87
19 5 33.98
20 1 43.86
21 1 45.11
22 3 46.37
23 4 47.67
24 1 7.19
25 1 8.91
26 600 17.27
27 23 2.75
28 1 5.98
29 4 7.37
30 0.74 19.9
31 0.1 8.47
32 600 3.56
33 0.1 7.33
34 7 4.32
35 4 3.05
36 3 11.73
37 210 18.81
38 5 8.61
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CEA hTERTN

39 2 6.86
40 5 5.3

41 1 17.37
42 4 13.21
43 3 19

44 80.6 8.62
45 0.81 1.22
46 24 5.14
47 0.96 5.36
48 3 4.23
49 1 8.64
50 2 11.39
51 1 10.94
52 1 10.53
53 16 5.31

54 2 5.93

55 19 17.27
56 2.84 8.26
57 1.87 8.5

58 3.17 12.21
59 1.6 21.67
60 53 54.72
61 8.61 5.6

62 23 11.84
63 43 5.05
64 21.3 15.7
65 0.8 37.19
66 1.66 1.45
67 2.58 5.31

68 2.54 1.97
69 1.03 5.21

70 31 15.05
71 1.37 3.14
72 1.2 44.97
73 4 5.06
74 500 23.08
75 1.2 3.24
76 1.7 14.59
71 1.34 39.65
78 2.83 6.23

79 2 5.33

80 20.2 24.71
81 1.01 5.02

Tabla 9 (continuacion).- Valores de CEA y hTERTy en cada paciente.
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La tabla-10 y la figura-39, muestran la correlacion entre los valores de

hTERTx y los valores de CEA (test de Spearman).

Tabla 10.- Correlacion entre los valores de CEA y hTERT .

N ; hTERTN Test estad . | Valor P
CEA pacientes 81 | 2.83 (0.1-600) | 10.94 (0.93-54.72) |  0.138 0.218
Pac. con CEA normal | 61 | 2.00 (0.1-5) | 8.91 (0.93-47.67) | 0.036 0.785
Pac. con CEA 1 20 | 23.5(6-600) |16.16 (2.75-54.72) | 0.249 0.289

" Mediana (rango)

sk .,
Correlacion de Spearman

Figura 39.- Grdfica de dispersion entre el CEA y la expresion del hTERTy en el

grupo de CCR. (Correlacion no significativa. Spearman test=0.138, p=0.218).
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En la tabla y figura anteriores, al correlacionar los valores de CEA y hTERTy
(Test de Spearman), para valorar si una mayor expresion de hTERTy se corresponde a
una mayor elevacion del CEA, vemos que no es significativo. Hay un pequefio grupo de
pacientes que presentan un CEA muy elevado, pero la mayoria de ellos se agrupan con

un valor de CEA mas bajo (p=0.218).
En la tabla-11, se presentan de forma detallada los niveles de CEA y hTERTy

divididos por sexos.

En la tabla-12 se resumen y comparan los valores entre ambas variables.

Tabla 11.- Comparacion entre los valores de CEA y hTERTy dividido por sexos.

HOMBRES MUJERES | TOTAL | Test estad .| Valor P
n 51 30 81(100%)

CEA" 2.00 (0.1-600) 4.15 (0.1-500) -1.986 0.047
hTERTy |10.53 (0.93-54.72)|14.59 (1.88-46.37) -1.242 0.214
[ I ) I I I

n 42 19 61(75.3%)

CEA™ 2(0.1-5) 2.84 (0.1-5) 0.572 0.567
hTERTy | 9.72(0.93-47.67) | 8.61 (1.88-46.37) 0.677 0.498
[ I =-=1=% I B

n 9 11 20(24.7%)
CEA” 19 (8.61-600) 80.58 (6-500) -1.560 0.131
hTERTy | 13.95(3.56-54.72) | 17.27 (2.75-32.87) -0.532 0.603

" Valor mediana (rango)

” Test U Mann Whitney
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En la anterior tabla, llama la atencidon que la diferencia de los valores de CEA
entre hombres y mujeres, tanto en el grupo de pacientes con CEA normal como en el de
CEA elevado no es significativa, a pesar de la considerable diferencia establecida
sobretodo en este ultimo grupo (19 en hombres frente a 80.58 en mujeres), ello es
debido a que el numero de pacientes con CEA elevado (n) es bajo. Sin embargo, al
comparar los valores de CEA entre hombres y mujeres de forma global en el grupo de
pacientes (valores de 2 frente a 4.15 respectivamente), la diferencia es significativa al

aumentar considerablemente el tamafio de la muestra (p=0.047).

Tabla 12.- Resumen de los resultados obtenidos de la correlacion entre los valores de CEA y
hTERT.

CEA N CEA 1 Test estad . Valor P
hTERT 'y 8.91 (0.93-47.67) | 16.48 (2.75-54.72) -1.309 0.191

CEA N CEA 1 Test estad ™. Valor P
hTERT 'y 9.72 (0.93-47.67) | 13.95 (3.56-54.72) -0.704 0.481
CEA N CEA 1t Test estad . Valor P
hTERT 'y 8.61 (1.88-46.37) | 17.27 (2.75-32.87) -0.753 0.451
" valor mediana (rango)
" Test U Mann Whitney
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4. - VARIACIONES DE LA EXPRESION DEL hTERT
CON RESPECTO A LA EDAD EN AMBOS GRUPOS:

Se han analizado los valores de la expresion hTERTy en funcidn de la edad en
ambos grupos, de manera que al comparar las medianas de edad del grupo con CCR con
respecto al grupo control, vemos que hay una gran diferencia significativa (p<0.001),
siendo la mediana de edad en el grupo con CCR de 69 anos (34-92), muy superior a la
mediana del grupo control, siendo esta de 40 afos (17-85). Es por ello que hemos creido
oportuno, con el fin de evitar posibles sesgos, el comparar dos subgrupos de edades
similares.

Con esta finalidad hemos dividido a ambos grupos en dos subgrupos: a) edad
inferior o igual a 50 afos, y b) los sujetos de edad superior a 50 afos, de manera que
hemos comparado la expresion hTERTy de forma aislada en cada grupo, es decir; si han
habido diferencias dentro del grupo con CCR entre los pacientes de mas de 50 afios y
los de menos de 50 afios. De igual forma se ha procedido en el grupo control.

Por otro lado, hemos comparado también la expresion hTERTy entre los sujetos
de menos de 50 afios del grupo con CCR con los del mismo intervalo de edad del grupo
control. De forma similar se ha procedido con los sujetos de mas de 50 afios en los dos
grupos.

En el grupo con CCR, tan s6lo 12 pacientes (14.81%) tenian una edad igual o
inferior a 50 afios, mientras que 69 pacientes (85.19%) tenian una edad superior a 50
(Tabla-13b). No se han obtenido diferencias significativas (p=0.473) en los valores de
hTERTy entre ambos grupos de edad (mediana; 8.56 frente a 11.52 respectivamente)
(Tabla-13a).

Por otra parte, en el grupo control, son 31 sujetos (62%) los que tenian una edad
inferior a 50 afos y 19 (38%) los que la tenian superior (Tabla-13b). Tampoco han
habido diferencias significativas entre los valores de hTERTy en estos dos grupos
(p=0.255) (mediana; 0.28 frente a 0.35 respectivamente) (Tabla-13a).

Al comparar los dos grupos de edad: inferior y superior a 50 afios, vemos que
sigue habiendo una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la expresion
hTERTx del grupo con CCR con respecto al grupo control, de forma que en los

pacientes con edad inferior a 50 afios, los valores hTERTy han sido de 8.56 con respecto
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a 0.28 del grupo control (p<0.001). Sin embargo, debido al reducido numero de
enfermos con CCR y edad inferior a 50 afios, pensamos que hay que tener cierta cautela
al interpretar estos resultados, aunque creemos que con un nimero mas amplio de
pacientes, los niveles de hTERTyN en este grupo serian incluso mayores con una
tendencia a igualarse con los valores hTERTy del grupo de pacientes con edad superior
a 50 anos. La expresion del gen en dicho grupo ha sido de 11.52 muy superior a 0.35 de
los sujetos control del mismo grupo de edad (p<0.001). En la tabla-13b, pueden verse
con mayor claridad estos resultados.

Finalmente, en las figuras-40a y 40b, se muestra la grafica de dispersion entre la
edad y la expresion hTERTy tanto en el grupo con CCR como en el grupo control, en la
que no se evidencia correlacion significativa (p=0.577 y p=0.248 respectivamente), es
decir, la expresion hTERT es independiente (no guarda relacion) de la edad en ambos

grupos (correlacion de Spearmann).

Tabla 13a.- Comparacion de la expresion hTERTy entre sujetos por encima y por debajo
de 50 aiios en un mismo grupo.

<35 0 > 50 Test estadistico Valor P
hTERTN" 8.56 11.52 -0.718 0.473
CCR (0.99-44.97)  (0.93-54.72)
hTERTN" 0.28 0.35 -1.139 0.255
CONTROL (0.00-3.1) (0.00-4.63)

" Edad (afios)
" Valor mediana (rango)

" Test U Mann Whitney
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Tabla 13b.- Comparacion de la edad y los valores de expresion hTERTy entre el grupo con
CCR y el grupo control en sujetos por encima y por debajo de 50 arios.

Grupo CCR Grupo control | Test estad . Valor P
Global 69 (34-92) 40 (17-85) -5.636 <0.001
n= 381 (100%) n= 50 (100%)
<50 42 (34-50) 34 (17-50)
n=12 (14.81%) n= 31 (62%)
>50" 73 (52-92) 70 (53-85)
n=69 (85.19%) n=19 (38%)

Grupo CCR Grupo control | Test estad . Valor P

Global | 10.94 (0.93-54.72) | 0.29 (0.00-4.63) -9.175 <0.001
<50 | 856 (0.99-44.97) 0.28 (0.00-3.1) -4.741 <0.001
>S50 | 71.52(0.93-54.72) | 0.35(0.00-4.63) -6.182 <0.001

" Valor mediana (rango)

" Test U Mann Whitney
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Figuras 40a y 40b.- Grdfica de dispersion entre la edad y la expresion del hTERT), en el

grupo de CCR y el control (correlacion no significativa, p-valor Spearman’s rank test= 0.577
y 0.248 respectivamente).
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5. - CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE
EXPRESION DEL hTERT Y EL ESTADIO TUMORAL DE
LOS PACIENTES:

Hemos intentado correlacionar la expresion hTERTy en funcion del estadio
tumoral de los pacientes, para ello, se ha utilizado la clasificacion de la “American Joint
Comite on Cancer-AJCC-TNM”. De esta forma, en funcion del estudio histologico de
los especimenes quirargicos, 1 paciente (1.23%) se encontraba en estadio TisNoM
(estadio 0) en el momento de la intervencion, 17 pacientes (20.99%) se encontraban en
estadio T1..NoMj (estadio I), 33 pacientes (40.74%) en estadio T3.4NoMj (estadio II), 20
pacientes (24.69%) en estadio T,4N;,M, (estadio III) y 10 pacientes (12.35%) en
estadio T;4N;,M; (estadio IV). En la tabla-14, se refleja de forma individualizada el
estadio de cada paciente con su expresion hTERTy.

Las diferencias han sido estadisticamente significativas entre la expresion del
hTERTy y cada estadio tumoral . De manera que, el unico paciente con estadio 0, tenia
un hTERTy de 45.11". Los pacientes con estadio I, han obtenido una expresion
hTERTy (medianat+rango) de 5.36 (1.22-43.86). Los pacientes con estadio II, la
expresion hTERTy fue de 8.91 (0.93-46.37), mientras que en los pacientes con estadio
IIT han presentado una expresion hTERTy de 10.24 (0.99-47.67), siendo de 20.18 (8.62-
54.72) en los 10 pacientes con estadio IV (p=0.032). Vemos que en lineas generales ha
habido un incremento progresivo de los valores hTERTN a medida que el estadio
tumoral de la enfermedad era mayor, siendo este incremento significativo. En la tabla-
15, se resumen estos resultados. La figura-41, compara la mediana y el rango del CEA y

hTERTy para cada estadio tumoral.

" A la hora de comparar los valores hTERTy en funcion del estadio tumoral, hemos considerado obviar
el unico paciente con estadio-0, al presentar este un valor muy disperso e inusualmente elevado y ser un
solo paciente, por lo que se han comparado los estadios I, II, [T y I'V.
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Tabla 15.- Mediana y rango de la expresion de hTERT, y CEA para cada estadio tumoral.

n (%) hTERTy CEA’
ESTADIO-0" 1(1.23%) 45.11 1

ESTADIO-1 17 (20.99%) 5.36 (1.22-43.86) 2.54 (0.74-16)
ESTADIO-2 33 (40.74%) 8.91 (0.93-46.37) 2.58 (0.1-500)
ESTADIO-3 20 (24.69%) 10.24 (0.99-47.67) 2.15 (0.8-600)
ESTADIO-4 10 (12.35%) 20.18 (8.62-54.72) 42.00 (1.2-500)

Kruskall-Wallis 8.771 12.332

P 0.032 0.006

" Valor mediana (rango)

™ Se ha excluido este valor

Seglin la tabla anterior, se evidencia que existe una correlacion entre el estadio

tumoral y los valores de hTERTy y CEA. De manera que cuanto mas avanzado es el

estadio tumoral mayores son los niveles de CEA y la expresion hTERTy. Ahora bien,

mientras que en los valores de hTERTy el incremento es progresivo en funcion del

estadio, los niveles de CEA, en cambio, presentan un aumento brusco en el estadio-4.
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Figura 41.- Comparacion entre la expresion de hTERT, y CEA para cada estadio
tumoral (Kruskall-Wallis test, p= 0.032 y 0.006 respectivamente) (representacion con
diagrama de cajas).
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Tabla 14.- Estadio TNM y expresion hTERT\y de los pacientes.

TNM hTERTy
1 T3NOMO 0.93
2 T3N1IMO 0.99
3 T3NOMO 1.88
4 T3NOMO 10.76
5 T4NOMO 11.52
6 T3NOMO 12.56
7 T2NOMO 13.95
8 T3N1IMO 14.82
9 T3N1IMO 15.8
10 T3NOMO 15.89
11 T3NOMO 19
12 T2NOMO 19.69
13 T2NOMO 22.58
14 T3N1IMO 23.73
15 T3NIM1 26.91
16 T3NOMO 27.87
17 T2NOMO 31.53
18 T3N1IM1 32.87
19 T3NOMO 33.98
20 T2NOMO 43.86
21 TisNOMO 45.11
22 T3NOMO 46.37
23 T3N2MO 47.67
24 TINOMO 7.19
25 T3NOMO 8.91
26 T3NOMO 17.27
27 T3N2MO 2.75
28 T3NOMO 5.98
29 T4NOMO 7.37
30 T2NOMO 19.9
31 T3NOMO 8.47
32 T4N1MO 3.56
33 T3NOMO 7.33
34 T3N2MO 4.32
35 T3NOMO 3.05
36 T3NOMO 11.73
37 T3NOMO 18.81
38 T3NOMO 8.61
39 T3NOMO 6.86
40 T3NOMO 5.3
41 T3NOMO 17.37
42 TINOMO 13.21
43 T3NOMO 19
44 T3NOM1 8.62
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45 TINOMO 1.22
46 T3NOMO 5.14
47 T2NOMO 5.36
48 TINOMO 4.23
49 T3N2MO 8.64
50 T3N2M1 11.39
51 T3NOMO 10.94
52 T3NOMO 10.53
53 T2NOMO 5.31
54 T3NOMO 5.93
55 T4N2M 1 17.27
56 T3NOMO 8.26
57 T2N1MO 8.5
58 T3N1MO 12.21
59 T3N2MO 21.67
60 T3NOM1 54.72
61 T3N1IMO 5.6
62 T3N1IMO 11.84
63 T2NOMO 5.05
64 T4NOM1 15.7
65 T3N1IMO 37.19
66 T3N1IMO 1.45
67 T3NOMO 5.31
68 T2NOMO 1.97
69 T2NOMO 5.21
70 T3N2M1 15.05
71 T2NOMO 3.14
72 T3N1IM1 44.97
73 T2NOMO 5.06
74 T3NIM1 23.08
75 T3N1MO 3.24
76 T2N1MO 14.59
77 T3N1IMO 39.65
78 T3N1IMO 6.23
79 T3NOMO 5.33
80 T4NOMO 24.71
81 T3NOMO 5.02

RESULTADOS

Tabla 14 (continuacion).- Estadio TNM y expresion hTERTy de los pacientes.
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5.1. COMPARACION DE LOS VALORES DE LA
EXPRESION DEL hTERTy Y DEL CEA ENTRE LOS PACIENTES
CON O SIN METASTASIS TANTO LINFATICAS COMO A
DISTANCIA (hepaticas):

De igual forma, hemos analizado los niveles de hTERTy en los pacientes que
presentaban metastasis hepaticas en el momento de la intervencion (estadio IV),
comparandolos con los que no las presentaban. Se ha procedido de la misma manera
valorando la presencia o ausencia de metastasis ganglionares del espécimen quirtrgico,
analizando el hTERTy en ambos grupos. Se han encontrado diferencias significativas
entre los pacientes con y sin metastasis, siendo en este ultimo grupo, el hTERTy
superior con respecto a los pacientes sin metastasis hepaticas (20.18 frente a 8.64)
(p=0.005). Sin embargo, no hemos encontrado diferencias en la expresion hTERTy
entre los pacientes con y sin invasion ganglionar aunque éste, ha sido discretamente
superior en el grupo de pacientes con afectacion linfatica (14.59 frente a 8.77)
(p=0.304).

Al analizar los valores de CEA preoperatorio, las diferencias también han sido
significativas entre los pacientes con y sin metéstasis hepaticas (42.00 frente a 2.30)
(p=0.001), en cambio, al comparar estos valores entre el grupo de pacientes con y sin
invasion ganglionar, éstas diferencias tampoco han presentado significacion (2.83 frente

a2.71) (p=0.175). La tabla-16, resume todos éstos resultados.
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Tabla 16.- Comparacion de la expresion hTERTy en pacientes con y sin metdstasis
hepadticas y ganglionares. Se presentan los valores de CEA para los mismos grupos.

n (%) hTERTy CEA’
54 (66.67%) 8.77(0.93-54.72) | 2.71 (0.10-500)
27 (33.33%) 14.59 (0.99-47.67) 2.83 (0.8-600)

-1.027 -1.356

0.304 0.175

n (%) hTERTN CEA
71 (87.65%) 8.64 (0.93-47.67) 2.30 (0.1-600)
10 (12.35%) 20.18 (8.62-54.72) 42.00 (1.2-500)

-2.792 -3.447

0.005 0.001

" Valor mediana (rango)

118



RESULTADOS

6. - RELACION ENTRE LAS CIFRAS DEL hTERT Y
EL GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL:

Otra de las variables que hemos intentado correlacionar son las cifras de expresion
del hTERTYy en funcidn del grado de diferenciacion tumoral determinado por el estudio
histologico del espécimen quirtrgico. En 12 casos (14.81%) eran tumores bien
diferenciados, 59 casos (72.64%) fueron tumores moderadamente diferenciados, de los
cuales 5 pertenecian a la variante mucinosa, y 10 casos (12.35%) han sido tumores
pobremente diferenciados. En la tabla-17 se describen las caracteristicas histologicas de
los tumores en el grupo de pacientes.

Los pacientes con tumores bien diferenciados, han obtenido una expresion
hTERTy (valor mediana + rango) de 5.65 (1.22-31.53). El grupo de pacientes con
tumores moderadamente diferenciados los niveles del hTERTy han sido de 11.52 (0.93-
54.72), mientras que los 10 pacientes con tumores de bajo grado de diferenciacion sus
valores fueron de 15.15 (5.33-44.97). Tampoco se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas (p=0.104) entre los diferentes grados de diferenciacion
tumoral, aunque se observa cierta tendencia a obtener niveles mas elevados de hTER Ty
en los pacientes con tumores peor diferenciados, de hecho si comparamos tan so6lo los
pacientes con tumores bien y mal diferenciados la diferencia si presenta significacion

estadistica (p=0.048) . Los resultados descritos se resumen en la tabla-18.

Tabla 18.- Comparacion de la expresion hTERTy segun los grados de diferenciacion

tumoral.
Diferenciacion n (%) hTERTN
12 (14.81%) 5.65 (1.22-31.53)
59 (72.84%) 11.52 (0.93-54.72)
10 (12.35%) 15.15 (5.33-44.97)
4.530
0.104

" Valor mediana (rango)
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Tabla 17.- Caracteristicas anatomopatologicas del tumor y expresion hTERTy de los
pacientes.

Diferenciacion Tumoral Inv. neural y vasc. hTERTy

1 Ac. Mod. Dif. ausente 0.93
2 Ac. Mod. Dif. ausente 0.99
3 Ac. Bien Dif. ausente 1.88
4 Ac. Mod. Dif. ausente 10.76
5 Ac. Mod. Dif. mucinoso ausente 11.52
6 Ac. Mod. Dif. ausente 12.56
7 Ac. Bien Dif. vascular 13.95
8 Ac. Bien Dif. ausente 14.82
9 Ac. Mod. Dif. ausente 15.8
10 Ac. Mod. Dif. vascular y neural 15.89
11 Ac. Mod. Dif. ausente 19
12 Ac. Bien Dif. ausente 19.69
13 Ac. Mod. Dif. mucinoso ausente 22.58
14 Ac. Mod. Dif. vascular y neural 23.73
15 Ac. Mod. Dif. ausente 26.91
16 Ac. Mod. Dif. ausente 27.87
17 Ac. Bien Dif. ausente 31.53
18 Ac. Mod. Dif. ausente 32.87
19 Ac. Mod. Dif. neural 33.98
20 Ac. Mod. Dif. ausente 43.86
21 Ac. Mod. Dif. ausente 45.11
22 Ac. Mod. Dif. infiltrante ausente 46.37
23 Ac. Mod. Dif. ausente 47.67
24 Ac. Bien Dif. ausente 7.19
25 Ac. Mod. Dif. vascular 8.91
26 Ac. Mod. Dif. ausente 17.27
27 Ac. Mod. Dif. ausente 2.75
28 Ac. Mod. Dif. ausente 5.98
29 Ac. Mod. Dif. Ulcerado ausente 7.37
30 Ac. Mod. Dif. ausente 19.9
31 Ac. Mod. Dif. vascular y neural 8.47
32 Ac. Mod. Dif. ausente 3.56
33 Ac. Mod. Dif. ausente 7.33
34 Ac. Mod. Dif. neural 4.32
35 Ac. Mod. Dif. ausente 3.05
36 Ac. Mod. Dif. ausente 11.73
37 Ac. Mod. Dif. ausente 18.81
38 Ac. Mod. Dif. ausente 8.61
39 Ac. Mod. Dif. vascular 6.86
40 Ac. Mod. Dif. ausente 5.3
41 Ac. Mod. Dif. Ulcer. Fun. ausente 17.37
42 Ac. Mod. Dif. ausente 13.21
43 Ac. Mod. Dif. neural 19
44 Ac. Pob. Dif. ausente 8.62
45 Ac. Bien Dif. ausente 1.22

120



RESULTADOS

Diferenciacion Tumoral Inv. neural y vasc. hTERTy
46 Ac. Mod. Dif. neural 5.14
47 Ac. Mod. Dif. ausente 5.36
48 Ac. Bien Dif. ausente 4.23
49 Ac. Mod. Dif. ausente 8.64
50 Ac. Mod. Dif. vascular y neural 11.39
51 Ac. Mod. Dif. ausente 10.94
52 Ac. Mod. Dif. ausente 10.53
53 Ac. Mod. Dif. ausente 5.31
54 Ac. Mod. Dif. ausente 5.93
55 Ac. Mod. Dif. ausente 17.27
56 Ac. Pob. Dif. ausente 8.26
57 Ac. Mod. Dif. ausente 8.5
58 Ac. Mod. Dif. Mucinoso ausente 12.21
59 Ac. Pob. Dif. ausente 21.67
60 Ac. Mod. Dif. neural 54.72
61 Ac. Pob. Dif. ausente 5.6
62 Ac. Mod. Dif. Mucinoso vascular 11.84
63 Ac. Mod. Dif. ausente 5.05
64 Ac. Mod. Dif. ausente 15.7
65 Ac. Mod. Dif. ausente 37.19
66 Ac. Mod. Dif. ausente 1.45
67 Ac. Mod. Dif. ausente 5.31
68 Ac. Bien Dif. ausente 1.97
69 Ac. Mod. Dif. ausente 5.21
70 Ac. Mod. Dif. ausente 15.05
71 Ac. Bien Dif. vascular 3.14
72 Ac. Pob. Dif. ausente 44.97
73 Ac. Bien Dif. ausente 5.06
74 Ac. Pob. Dif. vascular y neural 23.08
75 Ac. Mod. Dif. ausente 3.24
76 Ac. Mod. Dif. ausente 14.59
77 Ac. Pob. Dif. ausente 39.65
78 Ac. Bien Dif. ausente 6.23
79 Ac. Pob. Dif. ausente 5.33
80 Ac. Pob. Dif. vascular y neural 24.71
81 Ac. Pob. Dif. vascular 5.02

Tabla (continuacion) 17.- Caracteristicas anatomopatologicas del tumor y expresion hTERTy
de los pacientes.
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7. - RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD
TELOMERASA EN TEJIDOS: TUMORALES Y DE
MUCOSA SANA DE COLON.

Finalmente, se han analizado muestras de tejido tumoral y de mucosa sana de
colon adyacente al tumor, determindndose la actividad telomerasa en 10 de los pacientes
del grupo con cancer colorrectal (se escogieron los 10 primeros pacientes estudiados),
permitiendo conocer de esta forma si dicha actividad se encuentra incrementada en
tejido tumoral y si estos resultados se correlacionan con los niveles de expresion de la
subunidad del gen de la telomerasa (hTERTy) obtenidos en plasma en el mismo
individuo.

En los 10 casos analizados, se ha observado una mayor actividad telomerasa en los
tejidos tumorales con una mediana de 17.46 (4.74-58.71) con respecto a los obtenidos
en la mucosa sana en los mismos pacientes: 3.88 (1.36-12.56). Esta correlacion ha sido
estadisticamente significativa (p=0.005). La mediana de expresion hTERTy plasmatico
en estos pacientes fue de 14.27 (0.93-46.67). La tabla-19, resume estos resultados y en

la tabla-20 se pueden comparar los resultados de forma individual.

Tabla 19.- Actividad telomerasa en tejidos y mucosa. Expresion hTERTy.

N hTERTN*(a)/Actividad Telomerasa*(b)
Plasma’ @ 14.27 (0.93-46.67)
Tumor? 10 1) 17.46 (4.74-58.71)
Mucosa sana’ 1) 3.88 (1.36-12.56)
Wilcoxon -2.803
Pentre2y3 0.005

" Valor mediana (rango)
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Tabla 20.- Actividad telomerasa en tejidos y mucosa de colon. Expresion hTERTy
en plasma en los 10 pacientes estudiados.

ACTIVIDAD ACTIVIDAD
hTERTN TELOMERASA TELOMERASA
PLASMA
Mucosa colon Tumor
1 0.93 1.36 15.72
2 7.19 2.00 9.00
3 10.76 251 19.20
4 11.52 3.67 4.74
5 12.56 3.75 5.90
6 15.98 4.01 31.00
7 32.98 4.27 541
8 33.98 1041 32.32
9 45.11 10.50 58.71
10 47.67 12.56 26.13
Mediana 14.27 3.88 17.46
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8. — SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL hTERT,
COMO PRUEBA DIAGNOSTICA:

Se ha realizado un andlisis de regresion logistica para explicar la probabilidad de
un diagnostico de cancer si se conoce el valor de hTERTy, es decir, cuantas veces es
mas probable que ante un determinado valor del hTERTy un sujeto presente CCR. Para
la estimacion se han utilizado los 131 casos validos en la muestra (81 pacientes con
CCR y 50 controles). Las variables independientes consideradas inicialmente son todas
aquellas que aparecen en la base de datos para la totalidad de la muestra (en nuestro
caso sexo y edad).

El modelo ha incluido tres variables: EDAD, SEXO y hTERT. La tabla de

estimaciones obtenida es:

Factor Categoria Beta p-valor | Exp(Beta)
g 4 4 4 4
Varon (referencia)
SEXO Mujer -1.765 0.046 0.171
EDAD 0.054 0.025 1.056
hTERT 1.070 <0.001 2916
Constante -5.577 0.001 0.004

El Exp(Beta) representa el riesgo en la categoria indicada respecto a la de

referencia (odds ratio).

M El sexo, como variable de control, influye en el riesgo de presentar cancer. En
concreto, las mujeres tienen menos probabilidad de presentar céncer, con una

disminucién del odds respecto de los varones del 83% (1-0.171).

M La edad es otra variable de control que afecta significativamente a la
probabilidad de tener cancer de colon. A medida que aumenta la edad, mayor es la

probabilidad de cancer. Asi, cada afio aumenta el odds de cancer en un 5.6% (1-1.056).
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M El hTERTy es la variable del estudio que mas determina la presencia de
cancer. La elevacion de sus valores es indicador de un alto riesgo de padecer cancer. Un
incremento de una unidad en la variable hTERT incrementa el odds de cancer en casi el
200% (1-2.916).

El modelo obtenido permite predecir la probabilidad de diagnostico de cancer y
comparar con el diagnostico real para evaluar la bondad del mismo. Para ello, se ha
determinado como punto de corte la probabilidad de 0.7, por ser ésta en la que mayores
valores de sensibilidad y especificidad se alcanzan (es decir, si un sujeto tiene una

probabilidad pronosticada de cancer de 0.7 o superior es diagnosticado de cancer):

Modelo total

% casos correctamente pronosticados por el modelo 93.1%

% falsos positivos 2.6%

% falsos negativos 12.7%
Sensibilidad 91.4%
Especificidad 96.0%
Valor predictivo de test positivo 97.4%
Valor predictivo de test negativo 87.3%

La curva ROC muestra que el valor umbral de p=0.7 utilizado para pronosticar
es adecuado, no encontrandose otro que pueda mejorar sustancialmente el equilibrio

entre sensibilidad y especificidad. Ademas, el area bajo la curva es de 0.985 (figura-42).
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Curva ROC
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Figura 42.- Curva ROC del estudio de sensibilidad y especificidad.
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En los ultimos afios se han abierto distintas lineas de investigacion que guardan
relacion con la biologia molecular del cancer colorrectal, abarcando una amplisima
variedad de aspectos que van desde la carcinogénesis del tumor hasta la aplicacion de
nuevas modalidades de tratamiento de esta neoplasia. Es de sobra conocida la teoria de
las etapas multiples del desarrollo del tumor desde el pdlipo hasta el cancer invasivo
debido a la acumulacion de alteraciones genéticas, metilaciones, mutaciones o
deleciones, que se inician en la mutacion del gen APC de la poliposis adenomatosa
familiar, tanto en el cancer hereditario ligado a la poliposis, como en el cancer de colon
y recto esporadico. En estos casos el responsable es un gen supresor, mientras que en el
caso de los otros sindromes hereditarios como es el cancer de colon hereditario no
asociado a poliposis, estan relacionados con genes reparadores (siendo los mas
frecuentes el MSH2, MSH6 y MLHI). Otro gen de gran interés es el oncogen K-ras,
cuyas mutaciones son de relevante importancia en el desarrollo del CCR invasivo e
imprimen ademas distintos grados de agresividad al tumor que tienen valor prondstico.
El estudio RASCA (1998)'**, resume que hay un mayor riesgo de recurrencia y muerte
significativamente mas elevado para los pacientes que presentan mutaciones de dicho
gen.

Cuando revisamos los marcadores tumorales preoperatorios encontramos que en
una gran cantidad de estudios la elevacion del CEA aumentaba la probabilidad de

145,146,147,148,149,150,151 Si

recidiva bien, algunos autores no confirman esta

relacion! 2133134,
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Por otra parte, se sabe también segin diversas publicaciones, que la
determinacion de la proteina p53 ofrece informacion sobre el prondstico en pacientes

. 155,156,157,158 P .
con cancer colorrectal . Parece que la acumulacion intracelular de dicha
proteina (sobreexpresion) se asocia con una evolucion postoperatoria desfavorable. Sin

159,160,161

embargo, también se han publicado estudios con resultados contrapuestos por lo

que, por desgracia, no hay acuerdo sobre la utilidad clinica de este marcador. Aunque en

el estudio de Diez M et al'®?

, concluyen que la proteina p53 no posee el mismo valor
como factor pronostico en todos los estadios tumorales. Esta proteina unicamente posee
valor predictivo indicativo de riesgo elevado de recidiva en el grupo de pacientes con
tumores con estadio III. Se ha estudiado también la proteina PCNA (proliferative cell
nuclear antigen), se trata de una proteina accesoria de la ADN polimerasa, sintetizada
por las células durante la fase de actividad de replicacion del ADN. Su determinacion
puede cuantificar la proporcion de células tumorales que se encuentran en fase de
division y para cuantificar el grado de proliferacion celular de un tumor'®'**. Aunque
se ha publicado que los tumores con elevada reactividlad PCNA muestran un
comportamiento mas agresivo, también hay observaciones que muestran lo contrario,
presentando una mayor supervivencia libre de recidiva en pacientes con
hiperreactividad PCNA.

En los ultimos 15 afios se ha producido un gran avance en el tratamiento del
cancer colorrectal, debido fundamentalmente a tres puntos clave en el desarrollo de la
quimioterapia en este tumor: La induccién de la modulacion bioquimica, la infusion
continua de altas dosis de 5-FU y la demostracion de su superioridad frente al bolo, y
sobretodo, la introduccién de nuevos agentes activos en este tumor (basicamente el
oxaliplatino y el CPT-11), que han permitido la introduccion de la poliquimioterapia y

de la segunda linea de tratamiento'®

. De forma paralela se han abierto distintas lineas
de investigacion con el objetivo de identificar los factores que pueden predecir la
evolucion de los pacientes con cancer colorrectal y ayudar a seleccionar a los grupos
con un alto riesgo de presentar recidiva tumoral. Numerosos estudios se han ocupado de
determinar el valor prondstico de factores clinicos e histoldgicos del tumor, pero los
resultados obtenidos han sido a menudo contradictorios. El estadio tumoral es un
sistema valido para predicciones globales, pero no para predecir individualmente la

. - 166,16
evolucién postoperatoria 7.
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1. — RELACION DE LA ENZIMA TELOMERASA EN EL
DESARROLLO DE CANCER:

Los avances en genética y biologia molecular han permitido la comprension de
algunos mecanismos responsables de los procesos malignos, principalmente en lo que se
refiere al papel del complejo funcional teldémero/telomerasa. Esto ha permitido evaluar
su utilidad como marcador de progresion tumoral en varios tipos de canceres, lo cual
puede ser util como herramienta diagndstica temprana ya que su presencia en lesiones
precancerosas son la evidencia objetiva de clones celulares inmortales con mayor riesgo
de progresion a cancer, pues lesiones como metaplasia o displasia son consideradas
desde el punto de vista histopatologico mecanismos de adaptacion celular que no
necesariamente progresan a neoplasia. Ademas, dado que la telomerasa no se expresa en
tejidos normales adyacentes al tejido tumoral, su presencia puede permitir en algunos
casos la deteccion de células tumorales en los margenes de reseccion'®.

Aunque la telomerasa parece ser un marcador especifico de cancer, el
establecimiento de la utilidad clinica de este enzima como marcador tumoral depende de
otros criterios. En general, la histopatologia es la mejor técnica para el diagnodstico de
cancer y proporciona en la mayoria de los casos unos resultados adecuados en la biopsia
analizada. Por lo tanto, la mayor utilidad clinica de la telomerasa podria ser en el
diagnostico a través de fluidos biologicos de facil obtencion: Orina, sangre, esputos y
lavados broncoalveolares.

Recientemente, Takagi et al'®, han identificado una relacion entre la
inestabilidad de los microsatélites y el acortamiento de los teldmeros, a consecuencia,
sugirieron que podria haber una asociacion entre el sistema de reparacion del DNA y el
mecanismo de mantenimiento de los teldmeros. Los diferentes estudios sugieren que un
telomero corto y una telomerasa activa forman una poderosa fuerza directriz para que
las células cancerosas contintien su evolucion clonal, ya que un telémero reducido y una
telomerasa activa, permiten generar cromosomas aberrantes y amplificar los efectos
deletéreos de los mismos respectivamente. De esta forma, solo aquellas lesiones
precancerosas que exhiban telomeros cortos y actividad telomerasa son probablemente
de mayor riesgo, pues son la evidencia objetiva de la presencia de clones celulares

inmortales con gran potencial de malignidad.
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La identificacion de posibles marcadores moleculares que mejoren los
rendimientos de los marcadores anatomicos y citologicos son lineas de investigacion
muy actuales. Los estudios sobre la posible utilizacion de la actividad telomerasa como
prueba de cribaje ha sido un hecho'’”'”!. Sin embargo, la principal limitacion de estos
estudios, reside en el método para cuantificar la actividad telomerasa, ya que ésta ha

venido determindndose en las células de los tejidos tumorales. Por ello, su utilidad como

172,173 175
17,7 17

marcador tumora puede estar limitada. Recientemente, MS Kopresky et a
demostraron que el mRNA humano se puede extraer y amplificar utilizando RT-PCR a
partir de suero. Algunas RNAasas como la tirosinasa RNA, no se detectan en los sueros
de sujetos normales y por el contrario se detectd en el suero de los pacientes con
melanoma maligno. Basandose en estos hallazgos, Xu Gi Chen et al”*!, determinaron la
expresion hTERT en el suero en 17 de 18 (94%) pacientes con cancer de mama. La
técnica de RT-PCR, se ha aplicado recientemente también para la deteccion del mRNA
de Tg en sangre periférica en pacientes con cancer de tiroides. Ditkoff y cols.'”
observaron ARNm de Tg en el epitelio tiroideo, esto indica la presencia de células
cancerosas tiroideas circulantes. Mas tarde, Tallini y cols'’’, detectaron Tg, peroxidasa
y ARNm de ret/PTC-1 en sangre periférica también en sujetos con cancer de tiroides.
Ringel y cols.'”®, utilizaron también la técnica de RT-PCR y comprobaron que el 94%
de los pacientes con enfermedad metastasica tenian elevacion del ARNm de Tg. La
técnica de RT-PCR cuantitativa de Tg tuvo una mayor sensibilidad y una especificidad
similar que la Tg plasmatica durante la supresion con hormona tiroidea. Ademas, la
técnica puede detectar el aumento del ARNm de Tg después de la supresion con
hormona tiroidea, sin verse afectado dicho aumento por la presencia de anticuerpos
antitiroglobulina'”®. Todo ello demuestra que el método de determinacién del hTERT
empleado en nuestro estudio, es una técnica ya ampliamente utilizada y contrastada en
otras patologias con resultados fiables y prometedores y que pueden encontrar su uso
mas extendido en el futuro. El analisis del ADN gendmico, puede realizarse a partir de
una muestra de sangre con extraccion de ADN de los linfocitos, lo que simplifica
muchisimo la metodologia de obtencion de las muestras y se desprende de la necesidad
de realizar biopsias. En la mayoria de los casos se correlaciona con la expresion del gen

y sobretodo con la conservacion de la funcion o no de la proteina.
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En los procesos malignos la sobreexpresion genética de la telomerasa induce
altos niveles de su actividad, lo que permite la reconstitucion de las secuencias
teloméricas haciendo a la célula maligna inmortal. Sin embargo, la actividad telomerasa
aumentada de forma aislada no es por si sola suficiente para generar cancer, como se
observa en células germinales que tienen actividad telomerasa elevada durante toda la
vida sin generar procesos malignos, ya que para que se induzca una neoplasia es
necesario sumar otras alteraciones del genoma que afecten por ejemplo al ciclo celular,
apoptosis, adquirir capacidad de invasion sobre los tejidos adyacentes o pérdida de la
capacidad de adhesion a su tejido de origen (metéstasis)' .

Como hemos mencionado, la actividad telomerasa se ha visto incrementada en
multitud de tumores, asi, el 88% de los canceres cervicouterinos presentaron actividad
elevada con falsos positivos en el 9% de muestras normales. En los canceres de higado,
colon, prostata, mama, piel y pulmon (en este ultimo se ha estudiado ademas su
actividad en estados premalignos), en aproximadamente un 90% de los mismos se han
encontrado altos niveles de actividad telomerasa, como asi también en el 70-100% de
pacientes portadores de leucemias y linfomas'®. El 90-95% de los casos iniciales de
carcinoma de tiroides, pancreas, prostata y colon presentan actividad telomerasa. En el
cancer de vejiga incipiente se detecta en orina o lavado vesical actividad telomerasa en
el 90% de los casos estudiados, si se compara con el 50% de cancer incipiente vesical
que en la actualidad no se detecta por falta de marcadores citologicos'™. Se ha
analizado también la telomerasa como potencial marcador en el cancer de pulmoén.
Hiyama y cols.'®* detectaron actividad telomerasa en un 78.4% de canceres de pulmén
de célula no pequefia y en un 100% de los canceres de pulmoén de célula pequefia
examinados. Otros trabajos, han mostrado que el aumento del hTERT representa un
acontecimiento temprano en el inicio de la hepatocarcinogénesis, habiendo correlacion
entre los niveles hTERT y el grado de malignidad de la lesion hepatica'*.

En el caso de enfermedad maligna residual o recidiva, también se ha demostrado
ser importante la determinacion de la telomerasa como es en el caso de biopsias en las
cuales se puede detectar areas de tejido con cancer residual. Se presupone que la
activacion o sobreexpresion de la telomerasa en células humanas viene dada por un
mecanismo multifactorial complejo que regula sus componentes estructurales, y cuyas

’ . ’ ’ . . 183
vias de regulacion varian segun el tipo de linea celular .
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Una via por la cual la telomerasa se activa, es la expresion eficiente de la
oncoproteina E6 de algunos virus como el VPH (virus papiloma humano) de alto riesgo
en los queratinocitos humanos durante los periodos previos de inmortalizacion. Este
hecho sugiere una interaccion molecular favorecedora en el desarrollo y mantenimiento
de la malignidad celular'®*'8>18¢187188 "Bo nor ello, que se ha relacionado también la
actividad telomerasa con el cancer cervicouterino, ya que se ha observado que aunque
los tipos oncogénicos de VPH pueden transformar e inmortalizar los queratinocitos
cervicales humanos, la infeccion persistente por si sola no constituye una causa
suficiente para conferir tumorogenicidad, por lo que factores adicionales al huésped, son
requeridos para que un porcentaje de estas infecciones logren, en algin momento,
progresar y dar lugar al cancer'®. De esta forma, Pinto-Tang J y cols.'” determinaron la
actividad telomerasa mediante el protocolo de amplificacion de repeticiones teloméricas
(TRAP), asi como el DNA de los VPH tipo 16 y 18 en una muestra de 32 mujeres entre
25 y 60 afios. De las 32 mujeres, 15 tenian citologia normal, 9 presentaban lesion
intraepitelial escamosa (LIE) y 8 cancer cervical. Se detecto actividad telomerasa en 7/8
(88%) casos de céancer cervical, y en 1/9 (11%) casos de LIE. En ninguna de las 15
muestras de exfoliado cervical normal se evidencié dicha actividad. El tnico caso de
LIE con actividad telomerasa reveld una neoplasia intraepitelial cervical por estudio de
biopsia cervicouterina. Con respecto a la presencia de ADN de VPH tipo 16, 18 o
ambos, se detectd en 6/8 (75%) casos de cancer cervical, en 2/9 (22%) casos de LIE y
2/15 (13%) de casos con citologia cervical normal. Al comparar con los resultados de la
actividad telomerasa, de los 8 pacientes con actividad, 6 (75%) presentaron
amplificados de ADN de uno o ambos tipos virales, de manera que 5 casos (63%) se
trataba de cancer cervical y uno (12%) de una LIE. En cambio se detect6 ADN viral en
el 31% sin actividad enzimatica y citologia normal. Este resultado coincide con reportes
que senalan una estrecha relacion entre los VPH oncogénicos 16 y 18 y la presencia de

191,192,129 .
7o 2 Este estudio corrobora el

actividad telomerasa en los queratinocitos humanos
hecho de que la actividad telomerasa es detectada excepcionalmente en cérvix uterino
normal, moderadamente o poco frecuente en lesiones del epitelio cervical y casi
universalmente detectada en todos los carcinomas cervicales, quedando evidenciado el
rol crucial que desempefia la enzima en los procesos tumorales tal y como lo sefiala

Urquidi y cols'®.
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En la actualidad, la mayoria de los trabajos publicados intentan sobretodo
relacionar el incremento de la actividad de la telomerasa con el pronostico del tumor. Se
ha visto que niveles altos de telomerasa se asocian con pronostico malo en los
meningiomas, neuroblastomas, leucemia aguda, cancer de mama y gastrointestinal .

Con respecto a los métodos de deteccion de la telomerasa, actualmente existen dos
blancos conocidos para determinar su expresion; por un lado estd la actividad
bioquimica de la enzima y por otro lado el componente RNA de la misma. El primer
método combina las propiedades bioquimicas con un método de amplificacion del acido
nucleico como la PCR (método TRAP), siendo capaz de detectar la actividad de la
telomerasa a partir de una sola célula. Aunque este método proporciona la informacién
mas valiosa, esto es, la actividad bioquimica, y es, tedricamente, el método mas sensible
en su deteccion, hay ocasiones en las que son preferibles otros métodos de evaluacion
de la expresion de la telomerasa. Esto se debe a que al detectar la actividad bioquimica
enzimatica, esta es sensible al calor, a la contaminacion con RNAasas y proteasas,
ademads de que los especimenes calentados o fijados no son Optimos para el andlisis con
el método TRAP. La clonacién del componente RNA de la telomerasa proporciona otra
forma de medir su expresion, junto con los métodos de transcripcion inversa-reaccion
en cadena de la polimerasa, detecta y cuantifica la expresion de los diferentes
componentes de la telomerasa, con lo que se puede utilizar en muestras fijadas,
congeladas, calentadas y procedentes de fluidos bioldgicos. Estos métodos pueden ser
usados para mejorar la sensibilidad, especificidad, fiabilidad y la facilidad de uso en la
deteccion y determinacion de su expresion.

Se han planteado estudios para determinar la contribucion relativa de las células
neoplésicas, que coexisten en proporciones variables en los tumores, sobre la
determinacion de telomerasa®'. En dicho estudio, se ha analizado la actividad
telomerasa en 10 pacientes con sarcoma, 11 con cancer colorrectal y 30 con cancer de
prostata. Se detectd actividad telomerasa en todos los tumores colorrectales y sarcomas.
En los canceres de prostata, en cambio, se detecté con menor frecuencia dicha actividad
(47%). La intensidad de la actividad telomerasa, fue también menor en cancer de
prostata en comparacion con los sarcomas y tumores colorrectales analizados. Se
constatd una correlacion significativa entre infiltracion por células neoplésicas y

actividad telomerasa determinada por método TRAP.
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2.— COMPARACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION
DEL hTERT EN PLASMA ENTRE EL GRUPO CON CCR Y EL
GRUPO CONTROL:

Hemos presentado una técnica basada en la transcripcion inversa y posterior
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), que ha permitido cuantificar transcritos
del gen que sintetiza la telomerasa (hTERTy) en plasma en un grupo de pacientes con
cancer colorrectal. En el estudio se ha encontrado una clara diferencia en la expresion
del hTERTy entre los pacientes con CCR y el grupo control (10.94 frente a 0.29)
(p<0.001). Por lo tanto, el método permite discriminar claramente entre sujetos sanos y
pacientes con CCR, por lo que abre expectativas de futuro para utilizase como marcador
en el diagndstico y seguimiento de estos pacientes.

De igual forma, otros grupos han detectado transcritos de telomerasa en el suero
de pacientes con cancer de mama'”, asi como la actividad de la enzima en células
obtenidas a partir de lavados de vejiga y orina en pacientes con cancer de
vejiga'?®"?7 19819 Qe han encontrado resultados similares en el esputo de pacientes con
cancer de pulmon, de cabeza y cuello®”.

Como hemos mencionado, la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha,
determinan si hay o no incremento de la actividad telomerasa en el tumor. El principal
problema de estos trabajos reside en la utilizacion del método para la determinacion y
cuantificacion de dicha actividad, ya que ésta debe realizarse en células tumorales.
Valoran si hay o no presencia de actividad enzimatica en el tumor en relacion con los
tejidos adyacentes. Una de las ideas que nos ha impulsado a la elaboracion del presente
trabajo, es la posibilidad de analizar la expresion del mRNA de la telomerasa en plasma
humano como potencial marcador tumoral. El método, constituye un test no invasivo
permitiendo cuantificar y detectar mRNA de la subunidad hTERT del gen de la
telomerasa en pacientes con CCR a partir de una muestra de sangre extraida del paciente
minutos antes de la reseccion del tumor.

Como se ha comentado previamente, se ha detectado telomerasa en canceres de

200

cabeza y cuello en muestras obtenidas a partir de lavados bucales™ y de canceres de

. . - - 201,118,196
vejiga y colon a partir de orina y lavados colorrectales respectivamente”™ > ™ . En el

cancer de prostata, donde los marcadores actuales no distinguen entre hiperplasia

201,202,203,204

benigna y cancer de prostata, la telomerasa es capaz de hacerlo . En un
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reciente estudio realizado por P. Dasi y cols.?”

en el que se determina el mRNA del
hTERT en plasma de pacientes con cancer de prostata, utilizando el mismo
procedimiento que en el presente trabajo, obtuvo valores superiores de forma
significativa a los del grupo control, concluyendo que en combinacion con la
determinacion del PSA es un buen marcador para diferenciar el cancer de prostata de la
patologia benigna con una sensibilidad del 84% y una especificidad del 60%.

Boldrini y cols.**” determinaron la expresion hTERT mRNA mediante el mismo
procedimiento utilizado en nuestro trabajo en pacientes con cancer colorrectal, pero con
la diferencia de que se realizo en los propios tejidos, analizando los niveles de hTERT
en polipos adenomatosos, polipos displasicos, canceres y mucosa sana de colon. Los
valores de hTERT se incrementaron de forma progresiva, de manera que en el epitelio
normal adyacente al tumor son practicamente indetectables, en los polipos
adenomatosos se detectd en el 45% de las muestras, el 62.5% de los polipos displasicos
y en el 100% de las células cancerosas con niveles mucho mas elevados y de manera
significativa.

Asimismo, las células obtenidas de la puncién con aguja fina pueden ser

208209210 By tumores como los

utilizadas para detectar la actividad telomerasa
meningiomas en los que actualmente no se dispone de ningun marcador, la telomerasa
podria proporcionar a los clinicos una herramienta para el seguimiento de la progresion
de la enfermedad®'".

En algunos canceres, donde la tradicional histopatologia o citologia
(especialmente en los casos de PAAF) muestra un alto porcentaje de resultados
indeterminados, marcadores mas sensibles y especificos, como la telomerasa, pueden
ser muy utiles en la identificacion de las células malignas. También al ser un método de
deteccion simple, reproducible y facil de usar, es otra caracteristica de todo marcador
diagnostico util. Un ejemplo de lo anterior, es el cancer de prostata. En un estudio

realizado por Engelhadt y cols."!

en el que se analizan los niveles de telomerasa en las
secreciones de prostata en 20 sujetos con cancer de prostata, en cerca del 90% de ellos
tenian actividad enzimatica, tras comparar los resultados con los de las biopsias
prostaticas, se vio que en 18 de los 20 casos habia correlacion de los resultados. Este
hecho es interesante si tenemos en cuenta de que solo el 30% de los pacientes sometidos

a biopsia prostatica por presentar niveles elevados de antigeno prostatico especifico son
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positivos para cancer de prostata. Actualmente se esta realizando un estudio con un
nimero mas elevado de pacientes. También se ha demostrado expresion de RNAm de
hTERT en el 97% de células de cancer renal®®.

Igualmente se ha visto que una pequefia proporcion de tumores humanos no
presentan actividad detectable de telomerasa'***'%. Albanell J y cols.?'® han estudiado
un total de 105 pacientes con cancer de pulmon, se detectd en 89 casos (84.8%)
actividad telomerasa en niveles variables, en cambio, en 16 pacientes (15.2%) no se
detectd actividad alguna. En un estudio con retinoblastoma, un tumor pediatrico que
precisa so6lo un niumero de mutaciones asociadas, la actividad telomerasa estuvo ausente

en un 50% de tumores’'*

. Por ello, es razonable pensar que el requerimiento de la
activacion de la telomerasa en la tumorigénesis dependa de la longitud de los telomeros
de la célula precursora y del nimero de expansiones clonales necesarios para la
formacion de un tumor avanzado macroscopico’". Otras explicaciones sobre la
existencia de tumores con ausencia de actividad telomerasa incluyen la activacion de
este enzima seguido de represion tras alcanzar la elongacion telomérica, inhibicion de
telomerasa asociada a quiescencia celular, actividad por debajo del limite de deteccion
con los ensayos utilizados, o la presencia de mecanismos alternativos de elongacion de
los teldmeros. La existencia de una via alternativa se ha descrito en lineas celulares
inmortalizadas y en algunos tumores humanos, y se caracterizan por la asociacion de
ausencia de telomerasa con teldmeros muy largos®'®*'”*'®, Sin embargo, en la serie

213

descrita por Albanell y cols.””, en los 16 canceres de pulmén con ausencia de

telomerasa, no se detectaron telémeros largos en ninguno de ellos.

En otro estudio realizado por Dikmen G y cols.*"’

se ha determinado la presencia
de telomerasa en derrames pleurales con la finalidad de diferenciar los derrames
malignos de los benignos, en el estudio se analizan 109 pacientes con derrame pleural.
De ellos, 63 eran malignos (mesoteliomas malignos, cancer de pulmoén, cancer de mama
metastasico, cancer de ovario metastasico, cancer de pancreas y linfoma maligno), en
este grupo el diagnostico se confirmé por biopsia pleural. 46 pacientes presentaban
derrame pleural benigno, cuyo diagndstico se realiza basandose en las manifestaciones
clinicas y radiologicas, la respuesta terapéutica y el examen citologico del derrame

pleural, de ellos en 24 pacientes el diagnostico se confirmé con biopsia pleural. En los

pacientes con derrame pleural benigno el examen citologico lo confirmé en el 100% de

137



DISCUSION

los casos (46), en cambio en los derrames de naturaleza maligna, solamente en el 53.9%
(34/63). Sin embargo, al analizar la actividad telomerasa, ésta fue positiva en el 82.5%
(52/63) de los derrames malignos, mientras que en los benignos fue del 19.6% (9/46),
siendo la diferencia significativa (p<0.0001). De los 29 derrames pleurales sin
diagnodstico citologico definitivo en el grupo maligno, el 82.8% (24) mostraron
actividad telomerasa positiva. El estudio concluye que la presencia de actividad
telomerasa en los derrames pleurales es un marcador diagnostico considerablemente
sensible de malignidad. De los nueve casos de derrame pleural benigno que mostraron
actividad telomerasa positiva se atribuy6 al intenso infiltrado inflamatorio de linfocitos
y leucocitos de las muestras, pues todos ellos pertenecian a derrames tuberculosos y
empiemas, lo cual explicaria la actividad falsamente positiva en las muestras®’. La
sensibilidad de la actividad telomerasa fue del 80.4% en el estudio, con lo que se
concluye que el determinar la actividad telomerasa en los derrames pleurales aumentara
significativamente la posibilidad de diferenciar derrames pleurales malignos de los
benignos, aunque deben realizarse mas estudios que precisen a partir de que niveles de
telomerasa y que valores de referencia permitan determinar dicha diferencia. Otros
estudios han demostrado que la determinacion de telomerasa en los derrames pleurales
incrementa la rentabilidad de la citologia en un 31% pasando del 54% al 92%
combinando ambas pruebas®'.

Todos estos trabajos, corroboran nuestros resultados, abriendo nuevas
expectativas sobre la utilizacion de la telomerasa como marcador diagnodstico. Cabe
destacar también en el estudio presentado en esta tesis doctoral, ademas de la
significativa diferencia de la expresion hTERT entre los dos grupos, llama
poderosamente la atencidn tres circunstancias:

e En 13 sujetos del grupo control no se han detectado transcritos de hTERT
en plasma, ello supone poco mas de la cuarta parte de la poblacién control
de estudio. En cambio, todos los pacientes del grupo con CCR han
presentado en mayor o menor medida transcritos hTERT. Por otro lado, el
97.5% de pacientes con CCR han presentado un valor hTERT superior a 1,

en comparacion con el 32% del grupo control.
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Otro dato de interés, es que los 81 pacientes han obtenido un valor hTERT
superior a la mediana del grupo control (es decir, de forma individual el
valor hTERT de cada paciente ha sido superior a 0.29).

Una gran proporcion de pacientes (82.72%), han mostrado valores hTERT
superiores al valor maximo obtenido en el grupo control (es decir, superior

a4.63).

139



DISCUSION

3.— ANALISIS DE LOS VALORES DEL hTERT EN FUNCION
DE VARIABLES DEMOGRAFICAS: SEXO Y EDAD.

3.1. Sexo:

Con respecto al sexo, el estudio refleja una diferencia de expresion hTERT
ligeramente mas alta en el sexo femenino en ambos grupos, sin ser esta significativa. En
el grupo con CCR los niveles hTERT en el sexo femenino fueron de 14.70 frente a
10.53 en varones (p=0.214). Un dato que llama la atencidn es que aunque es conocido
que el CCR se distribuye de forma mas o menos equitativa en ambos sexos, en nuestro
estudio la proporcion entre varones y mujeres es de 1.7/1. En el grupo control, la
expresion hTERT en mujeres fue de 0.38 frente a 0.27 en hombres (p=0.688). Estos
datos, son equiparables con otros trabajos, asi, en el estudio de Albanell y cols.*'* sobre
la actividad telomerasa en la serie de tumores de pulmoén, tampoco encontrd asociacion
entre la actividad telomerasa y el sexo. De la misma forma, Maestro et al, en un estudio
en el que determinan la actividad telomerasa en 103 pacientes con cancer colorrectal, no

. : . 222
hay relacion de la misma con el sexo de los pacientes™”.

3.2. Edad:

Al comparar la expresion hTERT con respecto a la edad, vemos que el estudio
no presenta grupos homogéneos, ya que en el grupo con cancer la mayoria de pacientes
sobrepasan los 60-65 afos, invirtiéndose esta proporcion en el grupo control, es por ello
que hemos considerado, a fin de evitar posibles sesgos, comparar subgrupos de edades
similares por debajo y por encima de 50 afios, aunque el nimero de sujetos en cada
subgrupo no era homogéneo. No hemos encontrado correlacién de los niveles hTERT
en el grupo con CCR entre los pacientes de menos de 50 afios y los de mas de 50 afios,
8.56 frente a 11.52 respectivamente (p=0.473). Lo mismo ha sucedido en el grupo
control, 0.28 frente a 0.35 (p=0.225). En cambio, las diferencias de expresion hTERT
siguen siendo significativas al comparar los dos grupos de menos de 50 afios; 8.56 en
CCR, frente a 0.28 en el grupo control (p<0.001); y los dos grupos de mas de 50 afios,
11.52 en CCR, frente a 0.35 en el grupo control (p<0.001). Podemos observar que los
niveles hTERT tienen cierta tenencia a ser mas bajos en los grupos de menos de 50

afios, aunque la grafica de dispersion, tanto en el grupo con CCR como en el grupo
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control (test de Spearman) no muestra evidencia de correlacion significativa (p=0.577 y

0.248 respectivamente). El grupo de Maestro et al**

, tampoco encontraron correlacion
entre la actividad telomerasa y la edad de los pacientes, en cambio, el trabajo de
Albanell*" si observa una correlacion inversa significativa entre la edad y la actividad
telomerasa en pacientes con cancer de pulmoén, aunque el estudio no entra en mas
detalles sobre este aspecto. Del mismo modo, en estudios realizados en cdncer de mama

112,223

en los que se determina la expresion hTERT en el tumor , observan relacion

estadistica entre pacientes de mas de 40 afos y las de menos de 40 afos, detectando
expresion hTERT en el 60% y 100% de pacientes respectivamente' .

Nosotros pensamos, que pese al reducido nimero de pacientes con CCR y edad
inferior a 50 afios, y que hay que analizar con cierta cautela la comparacion de estos
resultados, creemos que con un numero mas amplio de pacientes, los niveles hTERT en

este grupo tendrian tendencia a ser mas altos llegando a igualarse con los del grupo de

edad superior a 50 afios.
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4— CORRELACION ENTRE LAS CIFRAS ELEVADAS DE
CEA PREOPERATORIO Y VALORES AUMENTADOS DEL

hTERT DE LOS PACIENTES:
El 24.69% de los pacientes objeto del estudio, ha obtenido un valor de CEA

preoperatorio elevado (n=20). Estas cifras coinciden con los estudios publicados en la
literatura en los que el 20-30% de los pacientes con CCR presentan elevacion de los
niveles de CEA antes de la intervencion. Otros estudios demuestran que en tumores
colorrectales inferiores a 4cm, el CEA tan s6lo se encuentra elevado en el 10-15%. En

1224, relacionan esta elevacion con la recidiva tumoral.

el estudio de Garcia-Anguiano et a
Algunas series, han encontrado un indice de recidivas del 64.5% en los pacientes con
CEA preoperatorio elevado que no se normaliza tras la cirugia, siendo del 25.9% entre
aquellos en los que si se constata una normalizacién de dichos valores. Por tanto, las
cifras preoperatorias de CEA pueden identificar pacientes con mayor riesgo de
recidiva”. De la misma forma, dicha elevacion parece guardar relacién con un estadio
mas avanzado de la enfermedad.

En el estudio, al igual que ha ocurrido con los valores del hTERT, las cifras de
CEA preoperatorio han sido en las mujeres superiores que en los hombres, aunque en
este caso, la diferencia presenta, un tanto en el limite, significacion estadistica
(p=0.047). Este hecho, pensamos que no debe llevarnos a ninguna conclusion que se
pueda extrapolar a nivel clinico y representa un dato puntual irrelevante.

Con respecto al estadio tumoral, el nivel de CEA, ha sido mas alto en los
pacientes con metdstasis hepaticas de forma significativa (p=0.001), aunque este
resultado debe interpretarse con precaucion ya que el grupo con metastasis consiste en
10 pacientes y el rango de resultados era muy amplio. Como se resume en la tabla-21, el
40% de los pacientes con CEA elevado presentaban un estadio IV, en cambio, s6lo el
3.28% de pacientes con CEA normal tenian un estadio IV.

En la tabla-21, se refleja la proporcion de pacientes con CEA elevado y normal

en funcion del estadio tumoral.
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Tabla 21.- Estadio tumoral y CEA.

CEA 1 CEAN
E-1 3 (15%) 15 (24.59%)
E-IT 4 (20%) 29 (47.54%)

E-IIT 5(25%) 15 (24.59%)
E-IV 8 (40%) 2 (3.28%)
TOTAL 20 (100%) 61 (100%)

La expresion hTERT ha sido mucho mas elevada en el grupo de pacientes con
CEA aumentado, en comparacion con el grupo de pacientes con CEA normal; 16.48
frente a 8.91. Sin embargo, la diferencia no ha sido significativa (p=0.191). De todas
formas, interpretamos, que si se hubiesen comparado grupos mas homogéneos con un
numero similar de pacientes, quiza las diferencias habrian obtenido significacion
estadistica. Al comparar los sexos por separado, vemos que tanto varones como mujeres
que tenian un CEA elevado, presentaban también una expresion hTERT mas elevada en
comparacion con el grupo de varones y mujeres con CEA normal. La correlacion
tampoco ha sido significativa, (p=0.481 y 0.451 para hombres y mujeres
respectivamente) teniendo también en cuenta que el numero de varones con CEA
elevado era tan solo de 9, por 11 el de mujeres, cabe suponer que ello se debe a un
tamafo muestral pequefo.

Al realizar la correlacion entre los valores de CEA y hTERT mediante el test de
Spearman, hemos obtenido una correlacion no significativa (p=0.218). Hay un pequefio
grupo de pacientes que presentan un CEA elevado que corresponde a un hTERT
también elevado, pero en la grafica de correlacion la mayoria de pacientes se agrupan
con un valor de CEA mas bajo, por lo tanto podemos concluir que una mayor expresion
hTERT no se corresponde a unos valores de CEA mas altos, aunque nos queda la duda
de que si el tamafio muestral hubiese sido mayor, podria haber significacion estadistica.
Tampoco hemos encontrado trabajos que determinen esta correlacion que puedan

corroborar nuestros resultados.
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5.— ANALISIS Y CORRELACION DEL hTERT EN FUNCION
DE VARIABLES ANATOMOPATOLOGICAS: ESTADIO Y
DIFERENCIACION TUMORAL:

5.1. Estadio tumoral:

Una de las variables que mas interés puede suscitar en el estudio, es ver si los
niveles plasmaticos del hTERT, se relacionan con el estadio del tumor, y con ello tener
la posibilidad de predecir de alguna forma el pronostico de los pacientes en virtud de las
cifras del hTERT. Evidentemente, los subgrupos de pacientes no son homogéneos,
puesto que mas del 40% de ellos, presentaban un estadio II de la enfermedad en el
momento de la reseccion quirtirgica. Uno de los puntos que llama la atencion, es que
solo hay un paciente con estadio-0 (TisNOMO), y que dicho paciente presentaba un valor
muy aumentado del hTERT, por lo que al realizar el estudio estadistico hemos
considerado omitir este paciente al presentar un valor tan disperso e inusualmente
elevado, con la finalidad de no sesgar los resultados, y poder comparar los estadios I, II,
I y IV que presentan un tamafio muestral mas homogéneo. Vemos que los valores
hTERT aumentan en estadios mas avanzados de la enfermedad, de manera que para los
estadios I, II, III y IV, los valores hTERT han sido de 5.36, 8.91, 10.24 y 20.18
respectivamente, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=0.032). Podemos
observar que los valores hTERT son mucho mas altos de forma global en pacientes con
metastasis hepaticas en relacion a los que no las presentan; 20.18 frente a 8.64
(p=0.005). Queda el interrogante si ante un mayor numero de pacientes con estadio-0,
que nos hubiera permitido comparar con el resto de estadios, estas diferencias seguirian
siendo significativas, aunque mantenemos que los valores hTERT seguirian con la
tendencia creciente demostrada en el estudio.

Al comparar las cifras de hTERT en funcion de la afectacion ganglionar del
estudio anatomopatoldgico, vemos que estas han sido discretamente superiores en los
pacientes con infiltracion linfatica con respecto al grupo de pacientes sin dicha
afectacion; 14.59 frente a 8.77, aunque la diferencia no ha llegado a ser significativa
(p=0.304).

Estudios realizados en cancer de colon'"’, vejiga''® y tiroides™, sugieren que la
telomerasa puede ser util para diferenciar los diferentes estadios de la enfermedad. La

asociacion entre actividad telomerasa y el estadio tumoral se ha detectado también en
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neuroblastoma®®, cancer de mama®'’, cancer gastrico”’ y leucemia’®®. Hiyama vy
182 .. . , . .
cols. "~ detectaron una mayor actividad telomerasa en lesiones metastasicas de pacientes
con cancer de pulmon de célula no pequena. Esta observacion sugiridé que la expresion
de telomerasa podria contribuir al desarrollo de metéstasis. Sin embargo, en otros
estudios en cancer de células renalesm, cancer de mama®®?* 1’“2’223, tumores
ginecolégicos™? o carcinoma hepatocelular™>, no se observo esta relacion. En la serie

213 ,
se detecto

analizada de céncer de pulmén de célula no pequena de Albanell y cols.
actividad telomerasa en un 95% de los tumores T1, un 80.3% de los T2 y en un 92.3%
de los tumores T3. El nivel de actividad telomerasa promedio fue significativamente
superior en los tumores T3 comparado con los tumores T1/T2. En este estudio en
cambio, se observo también una asociacion significativa entre actividad telomerasa y
metastasis ganglionares, detectandose actividad en un 79.3% de los NO, en un 95% de
los N1 y en un 93.7% de los N2. La actividad telomerasa promedio fue superior en los
casos con afectacion ganglionar mas avanzada (N2). En los tumores con ausencia de
actividad telomerasa (15.2% del total), fue infrecuente la presencia de metastasis
ganglionares en el momento del diagnostico. La actividad telomerasa se asocid en este
estudio significativamente al estadio tumoral, que combina la clasificacion del tumor
primario y de las metastasis ganglionares. Los niveles de actividad aumentaron
progresivamente en tumores estadio I<II<IIIA. Otros estudios en cancer de pulmoén

236,237,238

obtienen resultados parecidos . Es por ello, que la alta expresion de telomerasa

en el cancer de pulmoén ha motivado también su estudio en lavados bronquiales y como

método diagndstico auxiliar en este tipo de cancer™ ">,

222 . . . .
, aunque no encontraron diferencias significativas en la

Maestro y cols.
actividad telomerasa en funcion del estadio tumoral de los pacientes con CCR, ésta, si
fue mayor en los estadios C y D con respecto a los estadios A y B. En cambio, al
comparar los pacientes que presentaban metdstasis hepaticas con los que no las
presentaban, si habia una actividad mas elevada de forma significativa (p=0.0002). En
el estudio de Boldrini y cols.””” en la determinacion de RNA del hTERT en células de
cancer colorrectal, observd también una mayor expresion hTERT en los estadios 3-4
con respecto a los estadios 1-2, siendo la diferencia significativa. En este trabajo, se

obtienen mayores niveles de expresion en aquellos tumores con afectacion linfatica con

respecto a aquellos que no la tenian (p=0.02).

145



DISCUSION

5.2. Diferenciacion tumoral:

Con respecto a la diferenciacion tumoral, se observa que las cifras de hTERT
aumentan de forma progresiva a medida que los tumores son peor diferenciados, de
manera que para el grupo de pacientes con tumores bien, moderadamente y pobremente
diferenciados, se ha obtenido una expresion hTERT de 5.65, 11.52 y 15.15
respectivamente, sin presentar significacion estadistica (p=0.104). Ahora bien, hay que
tener en cuenta que practicamente el 73% de los pacientes han presentado tumores
moderadamente diferenciados y los grupos que se comparan no son homogéneos. Sin
embargo, al comparar los grupos de tumores bien y pobremente diferenciados (que
representan el 15% y 12.5% de la muestra) la diferencia si ha sido en este caso
significativa (p=0.048).

213

En cambio, el grupo de Albanell y cols.””, no ha encontrado significacién

estadistica entre la actividad telomerasa y el grado de diferenciacion de los tumores en
los pacientes con cancer de pulmén. De igual forma el grupo de Maestro et al**,
también en pacientes con CCR, tampoco obtuvieron diferencias significativas con
respecto a la diferenciacion tumoral. Harian falta nuevos estudios con series mayores de
casos para poder corroborar estos resultados.

Todo ello, nos lleva a reflexionar sobre las implicaciones clinicas que puede
tener la telomerasa en el prondstico del cancer. Hay varios estudios que han demostrado
la correlacion entre la expresion de la telomerasa y el resultado clinico en ciertos
tumores™. La presencia de telomerasa se ha correlacionado con un mal prondstico en
cancer gastrico. Asi mismo, Hiyama E y cols.”*® determinaron que los pacientes con
neuroblastoma metastasico que presentan niveles elevados de telomerasa tienen un peor
prondstico que aquellos cuyos tumores que carecen de su expresion, los cuales llegan
incluso a experimentar regresiones espontaneas del tumor, en este estudio, un nivel alto
de RNA de telomerasa humana (hTR) presentd una correlacion estadisticamente
significativa con un resultado desfavorable en 159 pacientes con este tipo de tumor.
Hawkins y cols.”*” concluyen que la expresion hTERT predice la progresion y
supervivencia en pacientes pediatricos con ependimomas intracraneales, de manera que
la supervivencia a los 5 afios de los pacientes con expresion tumoral de hTERT fue en la
serie del 21%, en relacion al 57% de los tumores que no la expresaron. Estos datos

demuestran que la telomerasa puede ser un marcador pronodstico muy util y puede
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proporcionar informacion complementaria para ofrecer a un determinado paciente un
tratamiento mas adecuado. Asi, varios indicadores pronosticos del cancer de mama
muestran una correlacion estadisticamente significativa con el nivel de actividad
telomerasa, de hecho, la medicion de los niveles de telomerasa en pacientes con cancer
de mama sin afectacion ganglionar, de acuerdo a la histologia, podria identificar un
subgrupo de pacientes que tuvieran un mayor riesgo de experimentar recaidas y que se
beneficiaria de un tratamiento més agresivo' .

Estos datos demuestran que la telomerasa puede ser un marcador util para
predecir el prondstico de la enfermedad. Este se puede determinar con la medicion del
nivel de expresion de la misma y puede proporcionar informacidon para un tratamiento
mas adecuado en todos estos canceres. Estudios definitivos que aporten mas
informacion sobre la utilidad prondstica de la telomerasa serdan el préximo paso
importante en este campo. Estudios recientes indican que el nivel de actividad de la
telomerasa en muestras de biopsia es directamente proporcional al porcentaje de células
cancerosas que hay en el tumor. Asi, la cantidad de telomerasa en un tumor puede ser
determinada mediante la cuantificacion del porcentaje de células cancerosas de la
muestra determinada por el estudio histologico o bien mediante marcadores celulares
como el contenido de RNA. En relacion a ello, se ha estudiado la asociacion entre la
actividad telomerasa y la proliferacion celular, de hecho, en el estudio de Albanell en
cancer de pulmoén, ha mostrado una asociacion significativa entre mayor actividad
telomerasa y mayor indice proliferativo tumoral®"®. Esta asociacién ha sido confirmada

242,243 , pero no todos230, muestran una asociacion in

por otros autores®*'. Otros estudios
vivo entre actividad telomerasa y proliferacion en otros tumores humanos, como células
germinales, teratomas y cancer de mama.

Ademas de las aplicaciones clinicas en el diagnostico de cancer, la telomerasa se
podria utilizar como marcador de respuesta a la terapia antineopldsica. Al ser un
marcador especifico de cancer, sus niveles se podrian utilizar para determinar la
presencia de células tumorales en pacientes que estan siendo sometidos a un

determinado tratamiento, con lo que puede ser util para monitorizar el estado de

diferenciacion celular durante la terapia tradicional antineoplasica.
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6.— ANALISIS DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN
TEJIDOS: TUMOR Y MUCOSA DE COLON.

Como ensayo preliminar al trabajo presentado, hemos analizado muestras de
tejido tumoral y de mucosa sana de colon en 10 pacientes, determinando la actividad
telomerasa en todos ellos. EI 100% de las muestras presentaron actividad telomerasa. El
nivel de actividad fue mucho mayor de forma significativa (p=0.005) en las muestras de
tejido tumoral con respecto a las de mucosa sana (17.46 frente a 3.88).

Un estudio de similares caracteristicas con el que se pueden comparar estos
resultados es el de Maestro et al***, corroborando los obtenidos en nuestro trabajo. En
dicho estudio, se analizan 103 muestras de tumores colorrectales, determinando la
actividad telomerasa. Esta se detecto en el 90% de las muestras, de ellas, en un 31% se
detectaron niveles bajos de actividad, en el 30% niveles intermedios y en el 29% niveles
elevados. El estudio realiza el seguimiento de los pacientes una mediana de 12 meses,
concluyendo que el riesgo relativo de fallecer de los pacientes con actividad telomerasa
positiva es 25.2 veces mayor, y que el nivel de actividad no influye con el riesgo de
fallecimiento. Pensamos por un lado que comparar el 10% de los pacientes telomerasa
negativos con el 90%, que son los que presentaron actividad, no son grupos
homogéneos, y por tanto, los resultados pueden verse de algiin modo sesgados. Por otro
lado, llama la atencion que el mismo estudio concluye que los pacientes con metastasis
hepaticas presentan de forma significativa actividad telomerasa mas elevada, en cambio
paradodjicamente en el mismo trabajo se afirma que el nivel de actividad no influye en el
riesgo de fallecer.

Para finalizar, hay que tener presente que todos estos resultados confirman el
hecho de que la telomerasa se encuentra activada en el 90-100% de los tumores

colorrectales.
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7.— SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL hTERT EN EL
ESTUDIO. IMPLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA INHIBICION
DE LA TELOMERASA:

Toda investigacion sobre pruebas diagnosticas parte del conocimiento de que
una enfermedad existe o no en un grupo de individuos de una muestra, precisaindose de
una prueba suficientemente acreditada en ese momento que puntualice la existencia real
de enfermedad. Para definir el resultado de un test es preciso aplicar un criterio
diagndstico, cuya menor o mayor claridad y facilidad de interpretacion sean también
cruciales para el resultado de la evaluacion.

La precision es la principal caracteristica de un proceder diagndstico como
recurso de clasificacion, esta mide la habilidad de la prueba para distinguir entre estados
alternativos de salud, lo cual incluye la distincién entre enfermedad y salud, entre
enfermedad benigna y maligna, entre sujetos que responden o no a una determinada
terapia y predecir quién enfermard o no. Esta habilidad de discriminar es el punto de
comienzo cuando estimamos que contribucion puede tener una prueba diagnoéstica en el
proceso de atencion del paciente. Otro aspecto que debemos considerar al evaluar una
prueba diagnostica es su utilidad, el valor practico de la informacidén que obtendremos.
Una prueba puede tener una habilidad considerable para discriminar y, sin embargo,
poco valor practico para la atencion a los pacientes, por su elevado coste y caracter
invasivo, entre otros aspectos™*****.

En el estudio presentado hemos confeccionado la curva ROC con la sensibilidad
y especificidad (la cual serd complementaria en este caso), que se obtienen
sucesivamente moviendo la linea de corte de las determinaciones de un parametro. Esta
curva ROC, en concreto la proporcion de la superficie total o area que determina por
debajo (area under-curve) define la eficacia discriminatoria del test, igual que la
exactitud o la seguridad en el caso de un test de resultado dicotomico'*.

Solo observamos en el estudio un 12.7% de falsos negativos, y un 2.6% de
falsos positivos. El procedimiento parece ser un test adecuado para el diagnéstico del
cancer colorrectal cuando se compara con otros marcadores tumorales obteniendo una
mayor sensibilidad (91.4%) y especificidad (96%). Otros autores>'’, citan una
sensibilidad y especificidad para el CEA preoperatorio en el diagndstico de CCR de
43% y 90% respectivamente.
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Por todo ello, creemos que el método de deteccion del mRNA basado en qRT-
PCR del gen de la telomerasa es capaz de diferenciar sujetos sanos de los pacientes con
CCR. Este estudio confirma los resultados preliminares'®, y demuestra que el mRNA
del gen hTERT de la telomerasa es posible determinarlo en sangre de pacientes con este
tipo de cancer, pudiendo ser utilizado como test analitico para el diagndstico de esta
enfermedad.

Por otra parte, el hTERT en suero podria ser un marcador excelente para el
diagnéstico precoz y screenig de enfermedad residual minima, con utilidad para el
seguimiento de los pacientes tras la cirugia. Estos estudios ya estdn en curso en nuestro
grupo.

Finalmente, habria que reflexionar sobre la implicacion que podria tener en un
futuro la telomerasa a nivel terapéutico. Como hemos comentado, existe una estrecha
relacion entre la dindmica del telémero y la expresion de la telomerasa, es por ello, que
el desarrollo de inhibidores de la telomerasa puede llegar a convertirse en una nueva
alternativa terapéutica contra los tumores, sin embargo, todavia ninguno de los ensayos
que se estan llevando a cabo con dichos inhibidores se encuentran en fase clinica. La
inhibicion de la telomerasa en una célula tumoral en la que se encuentra activada haria
que los telomeros se acortaran y, por ello, se produciria la muerte celular, frenando de
esta forma el crecimiento de las células tumorales. En cultivos celulares se ha
comprobado que se inhibe la telomerasa, y ello puede inducir la muerte programada de
las células en unos pocos dias, evitando de esta forma el crecimiento tumora1247, aunque,
como hemos mencionado todavia no se ha llevado a cabo ningtin tipo de estudio clinico.

Se han desarrollado trabajos con modelos de ratones con la telomerasa
inactivada, lo que se conoce como ratones Knock-out. Asi, Zanetti y cols.**® han
desarrollado una vacuna en colaboracion con el instituto Pasteur de Paris dirigida contra
la telomerasa que puede activar eficazmente el sistema inmunoldgico del organismo
para luchar contra las células cancerosas. Esta vacuna se ha probado en células
tumorales in vitro con la finalidad de dirigir a los linfocitos T citotoxicos, o células
Killer, contra las células cancerosas a través de la telomerasa, tratando de comprobar si
el sistema inmunolégico de los individuos con cancer podria retener la capacidad de
reconocer la telomerasa e impulsar la respuesta de los linfocitos T citotoxicos ante el

tumor. El prototipo de inmunoterapia se probd, inicialmente, en células tumorales de
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prostata, aunque también se ha ensayado con cdncer de mama, colon, pulmon y con
melanomas. Estos experimentos también se han realizado con ratones transgénicos en el
Instituto Pasteur y los resultados han revelado que la vacuna inducia respuesta
inmunoldgica en los animales, sin efectos secundarios aparentes>**.

En la actualidad, se estan realizando estudios preclinicos de inhibidores de la
telomerasa®*’. Estos ensayos, se basan en el hecho de que las células tratadas, entrarian
en crisis s6lo después de un nimero de divisiones celulares relacionado directamente

. , e . 11
con la longitud de los telomeros en el momento de iniciar el tratamiento''”

, s decir, la
prediccion es que las células con telomeros cortos entrarian en crisis después de pocas
divisiones, mientras que las que tienen telomeros largos precisarian mayor nimero de
divisiones en presencia de un inhibidor de telomerasa para que la erosion gradual de los
telomeros llegara a la longitud critica. Es por ello, que una de las lineas de investigacion
que esta llevando a cabo nuestro grupo, es el desarrollo de técnicas antisentido para
terapia génica, consistente en el bloqueo de la expresion de un gen utilizando un
oligonucledtido complementario de la secuencia del gen que se desea bloquear. En

230 se ha estudiado el

concreto, en el ensayo preliminar llevado a cabo por Lledd y cols.
efecto de la terapia con oligonucledtidos antisentido contra el oncogen K-ras y el gen de
la telomerasa, sobre la viabilidad de una linea celular humana derivada de un
adenocarcinoma de colon. Los resultados ponen de manifiesto que el tratamiento
independiente de cada uno de los ODNs-AS es capaz de ejercer efectos inhibidores
parciales (50% aproximadamente) sobre la proliferacion celular. Sin embargo, el
tratamiento conjunto con ODNs-AS contra K-ras y telomerasa ejercen una importante
sinergia que conduce a la pérdida completa de la viabilidad (> 99.5%) de las células
tumorales. Queda por determinar la capacidad, uso y efectos secundarios in vivo. Seran
necesarios estudios futuros para evaluar la eficacia terapéutica de estos ODNs-AS y/o su
combinacion utilizando vectores de transferencia, asi como esclarecer su potencial
utilidad clinica. Hay estudios en marcha en los que se analiza la respuesta de inhibicion
del hTERT en células de cancer de vejiga®'. Por lo tanto, la telomerasa debe ser
considerada una diana terapéutica a tener en cuenta. Asi mismo, se piensa que estas
terapias, no deben tener efectos negativos importantes al tener efecto selectivo sobre las
células tumorales que es donde mayormente expresa la enzima, en cambio, la presencia

de actividad telomerasa en otros tipos celulares como son las células de la linea
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germinal, algunas poblaciones de linfocitos T y B, de células madre y regiones
proliferativas de los foliculos pilosos, indica la posibilidad de tener algin tipo de efecto
secundario, aunque parece ser que la actividad es reducida en estos tipos celulares.

Por otra parte, los inhibidores de la transcriptasa inversa como la acido timidina
(AZT) y la didesoxiguanosina (ddG) se han estudiado también con gran detalle en
cultivos celulares de linfocitos T y B. La ddG produjo un acortamiento de los telomeros
en ambas lineas celulares, hasta llegar a un punto en el que se estabilizaron. La AZT
provoco una disminucion progresiva de los telomeros, y ambos compuestos inhibieron
la telomerasa®*.

Para concluir, cabria insistir en que la telomerasa contintia siendo un objetivo
altamente selectivo y con una potencial efectividad universal en la terapia anticancerosa,
proporcionando un mayor nivel de especificidad frente a las células cancerosas, ya que
se ha visto asociada principalmente con la inmortalidad celular y el estado de
diferenciacion. Lo que parece claro, sin embargo, es que la expresion de la telomerasa
no es exclusiva de las células cancerosas y de las lineas germinales, como hemos
comentado, ello sugiere que los posibles efectos toxicos de la terapia de inhibicion de la
telomerasa deberian ser previamente estudiados en animales de experimentacion. Los
datos actuales sugieren que la telomerasa puede ser el marcador tumoral mas especifico
y universal conocido hasta la fecha. Ademas, diversos estudios han demostrado que la
expresion de la telomerasa se correlaciona con el pronostico de ciertos canceres. Este
prometedor potencial diagndstico y pronostico de la telomerasa deberd ser
completamente estudiado en ensayos bien disefiados para determinar definitivamente la
verdadera utilidad clinica del test diagnostico de cancer basado en la telomerasa.

Por todo ello, pensamos que el cirujano deberd involucrarse en estos ensayos,
hasta ahora del dominio de los investigadores, si queremos comprender los progresos en
el manejo del cancer colorrectal, y sobretodo, mejorar los resultados del tratamiento
quirGrgico de nuestros pacientes”. Finalmente, concluimos que la técnica empleada
abre nuevas vias para su utilizacion como un test analitico no invasivo para el
diagndstico de esta enfermedad, de la misma manera que puede tener un potencial uso
en un futuro como método de deteccion de enfermedad residual, progresion o recidiva
en enfermos oncologicos, asi como en el diagnostico de grupos de riesgo utilizando

fluidos biolédgicos.
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Segun el andlisis de los resultados obtenidos en este estudio, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

l.

El estudio demuestra que el mRNA de la subunidad hTERT del gen de la
telomerasa puede ser detectado y cuantificado en plasma de pacientes con
CCR.

Con respecto al método utilizado, la medida cuantitativa del gen hTERT de
la telomerasa mediante transcripcion inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), permite utilizar cantidades muy pequefias de RNA
fragmentado en plasma circulante, sin necesidad de extraerlo directamente
de células tumorales, presentando ademds una correlacion con otras
técnicas que miden la actividad enzimatica a nivel tisular, sin los
inconvenientes que pueden presentar las mismas.

La cuantificacion en el RNA plasmatico de la subunidad hTERT del gen
de la telomerasa, ha sido mucho mayor en los pacientes con céncer
colorrectal, en comparacion con el grupo control. Por lo tanto, discrimina
claramente entre sujetos sanos y pacientes con CCR.

No se ha encontrado relacion entre los valores del hTERT con respecto a la
edad y el sexo en ambos grupos, si bien, en mujeres se han obtenido
valores discretamente superiores.

Hemos observado que los pacientes con niveles de CEA preoperatorio
elevados presentan también cifras mas elevadas de hTERT, sin embargo,
estos resultados no son significativos.

Con respecto al estadio tumoral, cuanto mas avanzado es el estadio de la
enfermedad, mayor es la expresion del hTERT. Esto se manifiesta de una
manera mucho mas clara al comparar los pacientes con y sin metastasis
hepéticas (estadio-IV). En cambio, en el estudio no encontramos relacion
de las cifras del hTERT con la afectacion ganglionar ni con el grado de
diferenciacion tumoral, aunque hay cierta tendencia a que los tumores peor

diferenciados, presenten valores superiores de hTERT.
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. La actividad telomerasa es significativamente mayor en tejidos tumorales

de CCR con respecto a tejidos de mucosa sana de colon.

. La sensibilidad de la prueba obtenida en el estudio es del 91.4%, la

especificidad del 96% y la exactitud como prueba de cribaje del 93.1%.
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