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RESUMEN

Las MAPKSs son proteinas quinasas activadas por mitégenos que participan en la
transduccion de sefiales. Dentro de la superfamilia de las MAPKs se encuentran las p38
quinasas (p38 MAPKSs), que engloban cuatro isoformas: p38a, p38p, p38y y p385. Las p38
MAPKSs contribuyen al control de numerosos procesos celulares entre los que se encuentran la
regulacién de la respuesta inmune, la inflamacion y el cancer. En este trabajo se realizé una
revision bibliografica para caracterizar el papel que desempefia p38 MAPK en el cancer
colorrectal, que es el tercer tipo de cancer mas comun y la cuarta causa de muerte relacionada
con el cancer. Se determind el papel dual que presenta p38a en el cancer colorrectal asociado a
colitis, asi como el papel prometastasico. Recientemente, se ha relacionado la activacion de
p386 con la pérdida de eficacia de uno de los tratamientos quimioterapicos mas utilizado en el
cancer colorrectal. Ademas, se destacd la importancia del desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas basadas en la especificidad y en la combinacion de tratamientos.

PALABRAS CLAVE

p38 MAPKS, cancer colorrectal, terapia, metastasis

INTRODUCCION

1. Las MAPKs: p38 MAPKSs

Se conoce con el nombre de MAPKS a las proteinas quinasas activadas por mitdgenos,
que participan en la transduccion de sefiales. Su funcion es la de transducir los estimulos
extracelulares que son captados por los receptores de la célula, de manera que se acaben
obteniendo, a nivel intracelular, respuestas concretas para el estimulo. Participan, entre otras,
en respuestas a factores de crecimiento, mediadores de la inflamacion y también intervienen en
la patogénesis de enfermedades como el c&ncer. A nivel celular regulan una gran variedad de
actividades celulares que incluyen proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia, muerte
y transformacion *.

Dentro de la gran familia de las MAPKSs, destacan las que se conocen como MAPKSs
clasicas, que son: las quinasas reguladas por factores extracelulares 0 ERKs (extracellular-
regulated kinases), las quinasas JNKs (c-JUN-N-terminal kinases) y p38 quinasas (p38
MAPKS). Todas ellas presentan actividad serina/treonina quinasa, se activan por fosforilacion
y se inactivan por desfosforilacion. Se caracterizan porque comparten una secuencia estructural
TXY, donde T es el residuo treonina (Thr), X el aminoacido diferenciador e Y el residuo tirosina
(Tyr). El aminoacido diferenciador se corresponde con glutamina (Glu) para ERK-1/2, prolina
(Pro) para JNK-1/2/3 y glicina (Gly) para las p38.

La activacion de estas MAPKSs se consigue mediante una doble fosforilacion en los
residuos Thr y Tyr, producida por las MAPKKSs (quinasas de las MAPKSs) conocidas como
MEK (MEK1/2 activan ERKs, MEK4/7 activan JNKs y MEK3/6 activan p38 MAPKS). A su
vez, estas MAPKKSs son activadas por fosforilacion de los residuos de Ser/Thr conservados en
su estructura primaria por las MAPKKKSs (quinasas de las quinasas de las MAPKS), las que
también han de activarse a través de intermediarios que fosforilan residuos de los centros
cataliticos de la MAPK sustrato. Estos intermediarios dependen de la sefial extracelular que
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llega y es recogida por receptores de membrana o receptores intracelulares, comenzando asi la
cascada de sefializacion ya descrita. Asi, las MAPKSs ya activadas pueden activar otras quinasas
o fosforilar a otras proteinas a nivel citoplasmético o nuclear, ya que muchas de sus dianas son
factores de transcripcion (Figura 1) 12,

La inactivacion de las MAPKS, por su parte, se produce por las fosfatasas duales (MAPK
phosphatases 0 MKPs) o de otro tipo, lo que permite la reversibilidad de los procesos anteriores.
Estas fosfatasas pueden ser de tipo Ser/Thr, Tyr o de doble especificidad (duales). Estas ultimas
a su vez se subdivien en 4 subfamilas entre las que estan las enzimas nucleares MKP1/2 (que
actuan sobre todas las MAPKS) y las enzimas citoplasmaticas MKP3 (con mayor actividad
sobre ERK1/2) 2.
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Figura 1. Mecanismo y funciones de la sefializacién de p38 MAPKSs. Diferentes estimulos tales como factores
de crecimiento, citoquinas inflamatorias o sefiales de estrés extracelular pueden activar las p38 MAPKs. Se
muestran MAP3K, MAP2K y MAPK que se van fosforilando y activando consecutivamente, y los sustratos, que
incluyen proteinas quinasas, sustratos citosolicos, factores de transcripcion y remodeladores de cromatina 2.

2. El cancer: cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer mas comun y la cuarta causa de
muerte relacionada con el cancer, siendo el segundo cancer mas comdn en mujeres y el tercero
en hombres. La mayoria de los casos de cancer colorrectal se detectan en paises occidentales y
su incidencia aumenta cada afio. La probabilidad de sufrir CCR es de aproximadamente un 4%
-5% vy el riesgo de desarrollarlo estd asociado a caracteristicas personales como la edad, el
historial de enfermedades cronicas y el estilo de vida, donde la microbiota intestinal tiene un
papel muy importante y las situaciones de disbiosis pueden inducir carcinogénesis colonica a
través de un mecanismo de inflamacion cronica 8.
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La inflamacién cronica es un factor importante que incrementa el riesgo de padecer
diferentes tipos de cancer. En el cancer colorrectal, la mayoria de las mutaciones son inducidas
por la inflamacion crénica del epitelio del colon, y como consecuencia de ello, los pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal (EIl), como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa,
tienen mas riesgo de padecer cancer colorrectal que la poblacién sana.

La Ell y el cancer colorrectal se han asociado con un defecto en la funcién de la barrera
epitelial intestinal. Esta consta de una capa de moco, que ejerce de barrera fisica, y de una capa
epitelial, con células muy adheridas a traves de uniones estrechas. La barrera epitelial presenta
un papel protector del tracto gastrointestinal, pero cuando esto no ocurre por defectos en la
misma, se produce el contacto entre los patdgenos invasores del lumen y las toxinas ingeridas
con la mucosa intestinal, promoviendo las respuestas inflamatorias. Ademas, como se explicara
mas adelante, se ha comprobado en estudios in vivo cdmo los ratones con defectos en la barrera
epitelial son mas susceptibles a la colitis y a la tumorigénesis colorrectal, o que pone de
nganifiesto la importante regulacion de esta barrera sobre los procesos inflamatorios y tumorales
1

El CCR es causado por mutaciones de proto-oncogenes, genes supresores de tumores y
genes relacionados con mecanismos de reparacion del DNA. Dependiendo del origen de la
mutacion, el CCR se clasifica en esporadico (70%), heredado (5%) y familiar (25%). La
patogénesis molecular del cancer esporadico es heterogénea, pero en un elevado porcentaje de
los casos de CCR comienza con la formacion de un adenoma que acaba dando lugar a un
carcinoma. EI CCR heredado se puede clasificar, a su vez, en dos variantes: la que se caracteriza
por la formacion de polipos potencialmente malignos en el colon, como es la poliposis
adenomatosa familiar (PAF), y la que se relaciona con mutaciones en los genes de los
mecanismos de reparacion del DNA, que es el cancer colorrectal hereditario sin poliposis
(HNPCC).

Los CCR de tipo esporadico se clasifican segun tengan inestabilidad cromosémica
(CIN) 8, estabilidad de microsatélites (MSS) ’, inestabilidad de microsatélites (MSI) o fenotipo
metilador de islas CpG (CIMP). Dentro de estos tipos de CCR, se ha visto la alteracion de vias
de sefializacion importantes como WNT, MAPK, PI3K, TGF-B, TP53, asi como KRAS o
BRAF 8. Todo ello se ha utilizado para clasificar el CCR, tratar a los pacientes y establecer un
pronostico de supervivencia, poniendo de manifiesto que el CCR es una enfermedad
heterogénea, que puede generarse por alteraciones de varias vias distintas como consecuencia
de diferentes combinaciones de cambios genéticos y epigenéticos °.

Actualmente se ha propuesto una nueva clasificacion que integra los datos del
microambiente tumoral y que incluye cuatro subtipos moleculares (Consensus Molecular
Subtypes o CMS). Los tumores de colon CMS1 con MSI y CIMP se caracterizan por una
expresion génica inflamatoria y un alto estado mutacional, con altos niveles de células inmunes
infiltrantes en dichos tumores. Los subtipos intermedios CMS2 (candnico) y CMS3
(metabdlico) presentan bajos componentes inmunes e inflamatorios. EI CMS4, por su parte,
tiene un fenotipo mesenquimal, con alteraciones en el nimero de copias somaticas, CIMP y
alta densidad de fibroblastos con inflamacién tumoral asociada (Figura 2) >17.
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Figura 2. Caracteristicas moleculares del cancer colorrectal y microambiente inmune tumoral. Los cuatro
subtipos (CMS1-4) muestran diferentes niveles de células inmunes infiltrantes, alteraciones del nimero de copias
somaticas, carga mutacional y activacion de MAPKs, principalmente ERKs y p38a MAPK. Se indica la
prevalencia aproximada (porcentaje) de cada subtipo.

Abreviaturas: CpG island methylator phenotype, CIMP; microsatellite stable, MSS or instable MSI profile;
Somatic copy number alterations, SCNAs; Circulating tumor cells, CTCs; chromosomal instability, CIN;
cytotoxic T-lymphocytes, CTL; neutrophil lymphocyte ratio, NLR; cancer-associated fibroblasts, CAFs;
Transforming growth factor beta, TGF-B; vascular endothelial growth factor, VEGF; Tumor necrosis factor
alpha, TNF-q; insulin-like growth factor, IGF; Mutation, Mut .

Las etapas en las que se divide el cancer colorrectal son cinco. En la etapa 0, fase muy
temprana, hay alteraciones en la capa més interna del intestino; en la etapa | esta localizado en
las capas internas del colon; en la etapa Il se ha diseminado a través de la pared muscular del
colon; en la etapa Il ha llegado a los ganglios linfaticos; y en la etapa IV el cancer ya se ha
extendido a otros 6rganos. La prevencion del CCR es muy importante para detectarlo en las
etapas mas tempranas y que pueda ser tratado y conseguir asi la curacion del paciente, lo que
es posible en las etapas | y Il. EI examen de sangre oculta en heces y la colonoscopia son las
pruebas mas habituales para la deteccion precoz, teniendo en cuenta también los sintomas en
caso de que estos estén presentes °.

3. p38 MAPKS en cancer colorrectal

Dentro de las p38 MAPKS existen cuatro isoformas en mamiferos, que son: o, B, Yy 0.
Dentro de ellas, la p38a es la mejor caracterizada y se expresa en todos los tipos de células.
Afios después de la identificacion de p38a se describieron las otras tres isoformas 3, codificadas
todas por diferentes genes: p38a (MAPK14), p38 (MAPK11), p38y (MAPK12) y p38%
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(MAPK13). Aunque ubicua, p38p se expresa en niveles muy bajos en comparacion con p38a y
su funcion parece ser redundante con esta en algunos contextos . p38y se expresa de manera
mas significativa en el musculo esquelético y p385 se encuentra sobre todo en testiculos,
pancreas, rifion e intestino delgado 3. Es decir, p38y y p385 presentan patrones de expresion
mas restringidos, lo que puede hacer que tengan funciones mas especializadas *.

La subfamilia de las p38 MAPKSs se puede dividir a su vez en dos subgrupos, p38a y
p38B (p38 MAPKS clasicas), por un lado, y p38y y p38s (p38 MAPKS no clasicas), por otro.
Esto es debido a su identidad de secuencia de aminoacidos, ya que, p38a y p38p tienen un 75%
de homologia, mientras que la homologia de p38y y p38a es de un 62% y la de p386 y p38a es
de un 61%. Ademas, p38y y p386 tienen mas homologia entre si, aproximadamente de un 70%.
También se ha comprobado que la diferencia estructural en ambos, concretamente, un
aminoacido en el sitio de union del ATP (Thr106 para p38a y p38p y Met para p383 y p38y),
hace que respondan de manera diferente frente a algunos inhibidores. Ademas, se ha
confirmado la diferente selectividad de sustrato para estos dos grupos de quinasas, donde
MAPKAP-K2 (MK-2) y MAPKAP-K3 (MK-3) son fosforiladas por p38a.y p38 y no por p38y
0 p385 3°,

In vivo, las p38 MAPKSs contribuyen al control de numerosos procesos celulares entre
los que se encuentran la regulacion de la respuesta inmune, un papel dual en la inflamacion, asi
como en el cancer °. Aunque muchos de los estudios se han centrado en el papel de p38a, se
estdn empezando a conocer mas a fondo las funciones celulares del resto de isoformas y su
implicacion en algunas condiciones patoldgicas®. No obstante, todavia hay un conocimiento
limitado sobre algunos aspectos basicos de la funcionalidad de las vias de las p38 MAPKSs. De
hecho, p38 se ha considerado clasicamente un gen supresor de tumores, pero ahora hay un gran
nimero de publicaciones que respaldan su papel como promotor tumoral. Por ello, es
importante conocer como contribuye cada isoforma a la oncogénesis y es debido a esto por lo
gue muchos estudios relacionados con el cancer son limitados ya que carecen de un enfoque
dependiente de isoformas “.

En el cancer colorrectal, p38a regula la homeostasis intestinal y la integridad del epitelio
del colon. Asi, la regulacion negativa de p38a en las células epiteliales intestinales se traduce
en una mayor susceptibilidad para la tumorigénesis del colon asociada a colitis. Sin embargo,
esta regulacion negativa o la inhibicion farmacologica de p38a en las células tumorales del
colon, también reduce el desarrollo tumoral en ratones, por lo que p38a también contribuye a
la progresion del tumor de colon *. Actualmente, ademas se sabe que p38y y p383 no solo
tienen una funcion esencial en la respuesta inmune y en la inflamacién, sino que también juegan
un papel oncogénico importante en el cancer colorrectal. Se ha demostrado que son un vinculo
entre la inflamacidn crénica y el cancer. A través de modelos de cancer de colon asociado a
colitis y mediante el tratamiento con agentes procancerigenos y proinflamatorios, los ratones
deficientes en p38y y p38d desarrollan menos tumores en el colon y presentan menor nimero
de células inmunes e inflamatorias °.

4. Metastasis en cancer colorrectal

La metéstasis es la propagacion del cancer a un 6rgano distante, para lo que las células
cancerosas necesitan la capacidad de invadir tejidos circundantes, sobrevivir en la circulacion,
extravasarse, colonizar el 6rgano secundario y reanudar el crecimiento. Este es un proceso que
suele ser ineficiente, ya que la mayoria de las células tumorales no logran adquirir las
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competencias metastasicas necesarias para llevarlo a cabo. Si que se apuesta porque el
crecimiento tumoral en un érgano secundario esté muy relacionado con que estas células
tumorales adquieran un fenotipo de células madre metastasicas y dependan de su interaccion
con el microambiente para migrar, sobrevivir en la circulacion y crecer en otro 6rgano 7.

Cuando se diagnostica el CCR, un 35% de los pacientes presenta metastasis en estadio
IV 'y un 20-50% de los que presentan la enfermedad en estadio Il y 111 evolucionarén al estadio
IV en algun momento del curso de la enfermedad. EI CCR normalmente produce metastasis en
higado y pulmon y la tasa de supervivencia a 5 afios tras el diagndstico de CCR metastésico es
inferior al 10% . La mayoria de las recaidas se producen en forma de metéstasis y son causadas
por células tumorales residuales que se han diseminado antes de la cirugia. Estas células
tumorales latentes diseminadas no son eliminadas por las terapias sistémicas actuales, siendo
también ineficaces en el tratamiento de la metastasis en crecimiento *'.

En cuanto al papel de p38 MAPK en la metéstasis del cancer colorrectal, existen varios
trabajos recientes que indican que p38a promueve la migracion y la invasion, aunque luego
existan diferencias segn a qué érgano se dirijan las células. Hay trabajos que demuestran que
la fibulina 3 (proteina de la matriz extracelular) promueve la migracion y la invasién de una
linea celular de carcinoma colorrectal humano a través de un mecanismo que requiere la
activacion de p38a y/o p38p 2. Otros estudios indican que la eliminacion de C3G (factor de
intercambio de nucle6tidos de guanina) en las lineas celulares anteriores promueven la
migracién y la invasion a través de la hiperactivacion de p38a L. Asi, se pone de manifiesto el
papel prometastasico que se atribuye a p38a en cancer colorrectal.

OBJETIVOS

Los objetivos especificos de este trabajo son:
1. Conocer el papel que desemperfian las diferentes isoformas de p38 MAPK en el
cancer colorrectal.
2. Conocer la implicacion de las p38 MAPKSs en la metéastasis del cancer colorrectal.
3. Determinar la importancia de las p38 MAPKs para el desarrollo de terapias
adecuadas en el cancer colorrectal.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se ha realizado a través de una revision bibliogréafica de articulos cientificos
buscados, principalmente, en bases de datos como PubMed y Scienci Direct. Se han consultado
19 articulos de revistas cientificas, ademas de otras paginas de informacion como la
Enciclopedia Médica MedlinePlus y la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular
(SEBBM). La busqueda se ha llevado a cabo mediante las palabras clave mencionadas, en
lengua inglesa, y dando prioridad a aquellas publicaciones con fechas mas recientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.

Implicacién de la p38a MAPK en cancer colorrectal

1.1 Papel dual de p38a. MAPK en cancer colorrectal

Se sabe que la via de la p38a MAPK participa tanto en la regulacion de la produccion
de mediadores inflamatorios como en los procesos de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular que mantienen la homeostasis de los tejidos y cuya desregulacién
contribuye al desarrollo del cancer. Sin embargo, la participacion de p38a MAPK es
diferente segun el tejido y la etapa tumorigénica, pudiendo actuar como supresor 0 como
inductor tumoral 1,

En linea con lo anterior, se ha comprobado que la p38a MAPK en CCR suprime la
iniciacion del tumor de colon asociado a colitis al regular la funcion de barrera epitelial,
que protege frente al dafio epitelial y la inflamacién. Sin embargo, una vez que se han
formado los tumores de colon, p38a MAPK favorece el crecimiento tumoral, ya que
promueve la proliferacion e inhibe la apoptosis de las células epiteliales transformadas.

Las conclusiones anteriores se han obtenido a partir de modelos de ratén en los que se
ha empleado el protocolo AOM/DSS, que combina el tratamiento con el carcindgeno
azoximetano (AOM) y con dextran sulfato sddico (DSS) 1%, un téxico que induce la
apoptosis de las células epiteliales y con ello, inflamacidn intestinal y colitis 1. Ademas, se
ha eliminado la expresion de p38a MAPK en las células del epitelio intestinal (CEls),
demostrando que esto favorece el desarrollo del cancer colorrectal asociado a colitis, siendo
estos ratones mas susceptibles al DSS (Figura 3). A nivel molecular también se han obtenido
evidencias que se explican a continuacion.

El papel de p38a en el mantenimiento de la homeostasis intestinal y de la integridad del
epitelio del colon, se demuestra a través de la disminucion en el numero de células
productoras de mucus (células caliciformes o globet) en los ratones carentes de p38a en las
celulas del epitelio intestinal. Esta disminucion de la funcion protectora no es suficiente
para inducir por si misma colitis o tumores, pero si que favorece su desarrollo tras la
exposicion al DSS. Esto se relaciona con la reduccion en la expresion de ZO-1, una proteina
presente en las uniones estrechas de las células del epitelio intestinal. Ademas, se ha
comprobado como a partir de una mezcla de probioticos se mejora la deficiencia en la
funcidén de barrera epitelial en estos ratones, apoyando el importante papel de p38a en la
regulacién de la integridad de la barrera intestinal, que protege frente al dafio inducido por
colitis y el inicio de la tumorigénesis de colon.

Por su parte, los tumores de colon también presentan una deficiencia en la funcion de
barrera epitelial, lo que se correlaciona con el aumento de las interleuquinas 1L-23 e IL-17
y se traduce en un aumento de la permeabilidad, que contribuye a la tumorigénesis y a la
invasividad. Sin embargo, y en contra de lo que se podria pensar por el ya mencionado papel
de p38a en la funcion de barrera epitelial normal, es poco probable que regule la funcién
de barrera en los tumores.

El factor de transcripcion STAT3 regula la supervivenciay la proliferacién de las células
tumorales del colon y su activacion estd muy relacionada con la expresion de 1L-6 e I1L-11.
De hecho, la inhibicién de STAT3, IL-6 o IL-11 reduce la capacidad tumorigénica en el

-9-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

cancer de colon asociado a inflamacién. A su vez, la regulacion negativa o la ausencia de
p38a en las células tumorales, da lugar a la reduccion de los niveles de IL-6 e IL-11,
disminuyendo la fosforilacion de STAT3. Esto indica que la via de p38a puede controlar la
produccion de citoquinas proinflamatorias, lo que podria explicar el vinculo observado
entre la actividad de p38a y la fosforilacion de STAT3, aungque no se descarta que p38a
también pueda regular las vias de sefializacion intracelular que conducen a la fosforilacion
de STAT3 en las células tumorales.

El aumento de la apoptosis de las células tumorales del colon al inhibir p38a es otro de
los resultados obtenidos en el estudio. Esto se correlaciona con una activacion de la
sefializacion de JNK, una disminucion en la expresion de la proteina antiapoptdtica Mcl-1*°
y una acumulacion de la proteina proapoptotica Bak . p38a puede regular negativamente
la sefializacion de JNK y una activacion mantenida de JNK se relaciona con la induccion
de apoptosis, lo que puede estar mediado por la fosforilaciéon y degradacion de Mcl-1. Asi,
parece que la activacion de la sefializacion de JNK junto con la disminucidn en los niveles
de Mcl-1 contribuiria al aumento de la apoptosis de las células tumorales del colon al inhibir
p38a, aunque p38o. también puede inducir apoptosis por si misma °.

En definitiva, lo que se explica es el papel dual que desempefia p38a en CCR, pudiendo
actuar como supresor o como inductor tumoral en las células epiteliales intestinales
normales o transformadas, respectivamente. Quedaria por determinar como la sefializacion
de p38a contribuye a la tumorigénesis colorrectal en las celulas madre intestinales
cancerigenas. La via de p38a puede contribuir a la supresion del inicio del tumor de colon
asociado a inflamacion al regular la homeostasis del colon y la funcion de barrera epitelial
intestinal, pero también ayudar a la supervivencia y proliferacion del mismo una vez que se
haya formado (Figura 3) 1%,

Se ha comprobado que tanto la regulacidn negativa a nivel genético como la inhibicion
farmacoldgica de p38a en CCR disminuyen la capacidad tumoral y que mientras esta
inhibicion de p38a. se mantenga los tumores colorrectales no vuelven a crecer (Figura 3),
por lo que se plantea como posible terapia, que se aborda en el siguiente apartado °.

Enhanced
b tumorigenesis

p38a AOM/DSS Enhanced %o
downregulation —} epithelial damage —» e w .
and inflammation
Altered homeostasis and
epithelial barrier function
p38a KO tumor cell - 5
Colon epithelium WT tumor cell PRk .ECIL
outcompeted
AOM/ DSS p38c Tumor regrow
T @ g ) do\vlweJuIal on Q‘
Colon tumor Increased apoptosis Reduced -
and reduced proliferation  tumorigenesis gy
N @ B
persistent p38a &
downregulation Reduced

tumoriaenesis

Figura 3. Diferente actuacion de p38a segin el momento de la regulacion negativa y tumorigénesis
reducida si esta se mantiene. En las células epiteliales normales del colon, p38a mantiene la homeostasis
intestinal y la funcion de barrera para suprimir el inicio del tumor asociado a colitis. Por otro lado, p38a
contribuye al desarrollo tumoral al apoyar la proliferacion e inhibir la apoptosis de las células epiteliales
transformadas. Cuando se mantiene la regulacion negativa de p38a se consigue una reduccion de la
tumorigénesis °,
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Ademas de los estudios in vivo anteriores, existen otros realizados con xenotrasplantes
derivados de pacientes (PDXs), que se proponen como modelos preclinicos predictivos y
que permiten realizar pruebas precisas de posibles terapias. Se han generado a partir de
tumores de colon humano diferentes con una minima manipulacion in vitro, que representan
la heterogeneidad clinica y que recapitulan las condiciones humanas del tumor, tanto
histologicas como moleculares.

Asi, para superar las limitaciones que presentan los estudios basados en modelos de
ratén, sobre todo, porque carecen de la complejidad de los tumores humanos y porque puede
que no representen realmente la respuesta terapéutica frente a estos, se emplean los PDXs.
Estos son estudios adicionales que presentan un entorno mas cercano a la situacién clinica
y que permiten confirmar el papel de p38 MAPK en la progresion del tumor colorrectal. Se
comprueba que la inhibicion de la sefializacion de p38 MAPK inhibe el crecimiento tumoral
independientemente del tipo de tumor de colon y de la existencia de mutacion en K-Ras con
el inhibidor PH797804, aunque seria interesante ampliar estos resultados con otros
inhibidores de p38 MAPK disponibles para ensayos clinicos.

A nivel molecular se amplian los resultados anteriores, sugiriendo un papel importante
para p38a en la regulacién de la sefializacion de IL-6/STAT3 en tumores de colon humano.
En cambio, aunque IL-11 también puede inducir la activacion de STAT3, no parece verse
afectada por la inhibicion de p38 MAPK en estos modelos, lo que sugiere que no se produce
a niveles suficientemente altos como para activar STAT3. En el caso de JNK también
aumenta su activacion, pero se propone que dicha activacion no produce cambios en la
expresion génica.

De forma general, los estudios con PDXs de CCR extienden los estudios anteriores y
respaldan el interés de usar inhibidores de p38 MAPK para el tratamiento del CCR.
También plantean la importancia de emplear estos modelos, utilizando un panel de tumores
humanos que representen la heterogeneidad clinica, para comprobar la eficacia de las
combinaciones de los inhibidores de p38 MAPK con farmacos quimioterapéuticos u otras
terapias, lo que se aborda a continuacion 3.

1.2 Terapia frente al cancer colorrectal

Como ya se ha explicado, la ausencia de p38a en las células del epitelio intestinal hace
gue sean mas propensas a la tumorigénesis colorrectal asociada a colitis. Sin embargo, la
ausencia de p38a en las células tumorales del colon o su inhibicion farmacolégica con
PH797804 reducen la capacidad tumorigénica en los modelos de ratdn, lo que se correlaciona
con la activacion de la via JNK, la reduccion de la expresion de Mcl-1y la regulacion negativa
de la sefializacion de IL-6/STAT3. El tratamiento con el inhibidor de p38 MAPK SB202190
también reduce el crecimiento de tumores de colon en xenotrasplantes generados por lineas
celulares de cancer de colon humano o en ratones que expresan APC™" 114 Este (ltimo es otro
de los modelos de ratdn que se utilizan como modelo del CCR humano, en concreto, para el
cancer de colon con poliposis adenomatosa familiar, que representa el 1% del total de casos de
CCR diagnosticados cada afio. EI cancer colorrectal asociado a colitis (CAC), por su parte,
representa el 1-2% de la incidencia mundial 3.

Para el tratamiento del CCR se emplean en numerosos pacientes farmacos
quimioterapéuticos, como el cisplatino o el fluorouracilo. Para comprobar la participacion de
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p38a en los efectos de la quimioterapia, se han realizado estudios sobre lineas celulares de
cancer de colon que muestran como p38a es necesario para la apoptosis que inducen dichos
farmacos y que estd mediada por la fosforilacion de p53 por p38a 4. Sin embargo, también
existen evidencias in vitro e in vivo que demuestran que los inhibidores de p38a potencian el
efecto quimioterapéutico de algunos de estos farmacos. Por ejemplo, la respuesta al cisplatino
se ve reforzada por la inhibicion de p38a, 10 que resulta en una regulacion positiva de la via
JNK en las células tumorales de colon, asi como en tumores subcutaneos generados mediante
xenotrasplante de células de lineas celulares de cancer de colon humano, en los que se reduce
el tamafio y la malignidad del tumor 24, De forma similar, en algunas lineas celulares de
cancer de colon los inhibidores de p38a sensibilizan a las células frente al tratamiento con
fluorouracilo e irinotecan 4. De hecho, altos niveles de p38 MAPK fosforilada se han
correlacionado con la resistencia al farmaco irinotecan .

En resumen, la evidencia creciente apoya un papel importante de p38a en la
quimiorresistencia tumoral, proponiéndose como posibles mecanismos para ello la induccion
de la latencia de las células tumorales y las respuestas adaptativas en condiciones de estrés
mediadas por p38a. En el primer caso, parece que las células que no se dividen pueden ser mas
resistentes a los tratamientos citotdxicos, mientras que en el segundo caso se relacionaria con
la reprogramacion del metabolismo de la glucosa en las células tumorales por parte de p38a.
También se ha implicado a p38a en la mediacion de la supervivencia celular en respuesta a la
muerte celular debido al dafio en el DNA producido por la accion de numerosos farmacos
quimioterapéuticos, de manera que los inhibidores de p38a sensibilizarian a las células
tumorales frente a la quimioterapia y favorecerian la muerte celular 4. Asi, las terapias que
combinan inhibidores de p38a y farmacos quimioterapéuticos como el cisplatino o el
irinotecan, pueden ser estrategias prometedoras para el tratamiento de algunos tipos de cancer
como el cancer colorrectal. Aun asi, habria que conocer mas en detalle qué tipo de tumores y
qué pacientes podrian beneficiarse de estas terapias 2.

Habria que tener en cuenta que mientras el empleo de inhibidores de p38a puede ser Util
para frenar el crecimiento tumoral donde se requiera esta via para su proliferacion o
supervivencia, a su vez, puede no ser beneficioso en otros tejidos donde la inhibicién de la
funcion protectora de p38a resultara en una estimulacion de la tumorigénesis. Asi, el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas requiere de un mayor conocimiento de los mecanismos
moleculares implicados en las acciones de p38a, para poder activar o inhibir especificamente
la via de p38a en tipos celulares concretos y en un momento dado. También los inhibidores de
p38a pueden presentar limitaciones debido al papel que desempeiien otros miembros de la
familia de p38 MAPK durante el desarrollo tumoral, a las interacciones pleiotropicas con otras
vias de sefalizacion y a la capacidad de adaptacion de las células tumorales. Un enfoque
terapéutico alternativo podria basarse en otros componentes de la via p38a, buscando una
mayor selectividad. Tambien son necesarios mas estudios in vivo que permitan conocer el
microambiente tumoral y con ello la respuesta de las células tumorales a tratamientos
especificos 4,

Precisamente es importante conocer como las células inmunes organizan el
microambiente tumoral para regular la actividad de las células T. Las interacciones entre el
sistema inmunitario y el cancer han revelado que cada componente de la inmunidad innata o
adquirida participa en el desarrollo tumoral y/o en su control. Asi, cuando el sistema inmune
no puede eliminar las células transformadas o las células cancerosas, se produce un escape de
la respuesta inmune antitumoral. Como se sabe que la activacion de las células T es uno de los
factores que limitan estas respuestas inmunes antitumorales, las inmunoterapias se basan en
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inhibidores de los puntos de control inmunitarios, como PD-1, PD-L1 y CTLA-4, a través de
anticuerpos. Esto es porque la induccion de la expresion de CTLA-4 limita la respuesta de las
células T citotoxicas frente a las células tumorales mientras que en el caso de PD-1y su ligando
PD-L1, no participan en la coestimulacion, pero si en la proteccion de las células frente al
ataque de las células T.

Las terapias dirigidas, por su parte, pueden presentar efectos sobre las respuestas
inmunes del huésped, ademas de sobre la biologia del tumor. Hay buena evidencia de que las
alteraciones en ERKs y p38 MAPKSs principalmente modifican la respuesta inflamatoria y la
inmunidad antitumoral, mejorando las caracteristicas metastasicas de los tumores. En el cancer
colorrectal es bien conocida la funcién de las ERKs promoviendo el crecimiento tumoral, por
lo que se busca su inhibicion, como ya se ha explicado para p38a MAPK. Sin embargo, las
células tumorales generalmente se vuelven resistentes a la inhibicién de ERKSs, por lo que se
requiere de una combinacion de inhibidores.

Por tanto, se buscan combinaciones adicionales de terapias dirigidas, ademas de los
inhibidores de MAPK, e inmunoterapias para el tratamiento del CCR. En el primer caso,
algunas estan aprobadas y otras en ensayos clinicos, mientras que en el segundo caso todas se
encuentran en desarrollo clinico *°.

1.3 Metéstasis en cancer colorrectal

Como ya se ha mencionado, las metastasis generadas a partir del cancer colorrectal
afectan principalmente al higado y a los pulmones. Para ello, las células cancerigenas han tenido
que ser previamente diseminadas a la circulacion. En la metastasis hepatica, ingresan a la
circulacién portal, se transportan a los sinusoides hepaticos y pueden regresar al parénquima
hepatico debido a la fenestracion de los vasos. En el caso de la metastasis pulmonar, las células
cancerigenas primero tienen que alcanzar la circulacion general y luego infiltrarse en el
parénquima pulmonar, para lo que se requiere la destruccion de las células capilares
pulmonares. Sin embargo, el paso de las células tumorales circulantes al érgano distante es
limitante y no todas sobreviven. Las que si lo hagan y sobrevivan al nuevo entorno podran dar
lugar a metastasis, aunque no todas tienen la capacidad para establecer una colonia prdspera, y
en muchos casos permanecen latentes durante meses o afios. Las metastasis normalmente se
desarrollan después de un periodo de latencia, que en el CCR es variable llegando hasta los 5
afos. La estrategia terapéutica actual para acabar con las células residuales es la quimioterapia,
aunque no es muy efectiva, ya que esta se dirige a las células de proliferacion rapida y las
celulas latentes son en gran medida resistentes a la quimioterapia. Es de gran importancia
conocer mejor estos mecanismos para poder curar a los pacientes al eliminar la enfermedad
residual antes de que se produzca la metastasis manifiesta.

La heterogeneidad intratumoral es un concepto clave para entender la progresion
metastasica y la resistencia terapéutica, lo que depende de la jerarquizacion celular, la
diversificacion clonal de las células y el microambiente. El estroma o microambiente tumoral
se vincula en todos los pasos de progresién y metastasis del cancer, proponiéndose una
comunicacion y evolucion conjunta de las células tumorales y el estroma. Por ello, es
importante conocerlo. Entre las diferentes células que lo componen destacan los fibroblastos
asociados al cancer, las células endoteliales y las células inmunes . Concretamente, se ha
comprobado la relacién entre la regulacién positiva de la quimioquina CCL2 en el carcinoma
de colon en estadio IV y la capacidad metastasica, ya que, CCL2 derivado de las células
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tumorales activa el receptor CCR2 en células endoteliales, lo que permite la extravasacion
eficiente de las células tumorales. De hecho, la sefializacion de CCR2 en las células endoteliales
especificamente permite la transmigracion de células tumorales con CCL2. Ademas, la
expresion de CCR2 en las células endoteliales esta vinculada a la induccién de la permeabilidad
vascular. Se han identificado a las vias de sefializacion JAK2-Stat5 y p38 MAPK como
responsables de la induccién de dicha permeabilidad vascular y extravasacion, las cuales,
acttan independientemente una de la otra. Es decir, que CCL2 activa la sefializacion de JAK2
y p38MAPK, lo que lleva a una permeabilidad vascular mejorada que, junto con el
reclutamiento de monocitos CCR2+, permite la extravasacion eficiente de células tumorales
(Figura 4) *8. Sin embargo, el papel de p38a en la metastasis del cancer colorrectal es complejo
y se han descrito efectos opuestos, ya que, por ejemplo, la regulacion negativa de la sefializacion
de p38 MAPK favorece la metastasis pulmonar de células de cancer colorrectal previamente
establecidas en el higado, por un mecanismo que depende de la activacion de ERK2 115,

\‘
\\O ~ Jr—""p,
® .‘
:o : monocyte
T
o i
;o ?o '\ @ tumor cell
1, z 2
/ l cCL2
——— CCR2
intravascular extravascular

Figura 4. Modelo esquematico que representa la actuacion del eje CCL2-CCR2. Muestra como las células
tumorales que expresan CCL2 atraen monocitos (1 y 2), desencadenan la permeabilidad vascular (3) y migran a
través del endotelio (4). La activacion de CCR2 dependiente de células tumorales en el endotelio induce la
fosforilacion de JAK2, Stat5 y p38 MAPK, pero no PI3K, Stat3 y Racl °.

Asi, el eje CCL2-CCR2 es solo uno de los posibles utilizados por las células tumorales
para conseguir la extravasacion y la metastasis de células tumorales eficientes, cuya inhibicion
y la de sus dianas posteriores como p38MAPK puede presentarse como una estrategia potencial
para prevenir terapéuticamente la metastasis mediada por CCL2 1. Esta, junto a
inmunoterapias, terapias estromales, terapias contra las células madre del cancer y terapias
dirigidas, constituyen los nuevos modelos terapéuticos en desarrollo para tratar la enfermedad
avanzada y asi contar con nuevas posibilidades y combinaciones mas alla de la quimioterapia,
gue no resulta de gran utilidad en el tratamiento de la metastasis, como ya se ha mencionado
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previamente 1. Esto es porque, aunque la supervivencia de los pacientes con cancer colorrectal
metastasico haya mejorado, existe una creciente necesidad de terapias eficaces y mejor
toleradas, asi como un mayor conocimiento de los mecanismos tumorales para poder actuar
especificamente °.

2. Ultimos descubrimientos sobre el papel de p386 MAPK en cancer colorrectal

Ademas de la importante participacion de p38a en CCR, recientemente se ha descubierto
la implicacion de p385, también muy relevante y muy relacionada con MKK3. La MAPK
quinasa 3 0 MKK3 es un activador de p38 MAPKS, que participa en diferentes funciones
celulares tales como proliferacion, diferenciacion, apoptosis, ademas de la respuesta frente a
los farmacos. Es activada por doble fosforilacion sobre Ser-189 y Thr-193 por parte de un
conjunto de quinasas activadoras conocidas como MEKK1-4. De esta manera, en lineas
celulares humanas de cancer colorrectal (con KRAS, BRAF y TP53 y en diferentes estadios),
asi como colonocitos primarios, se han podido obtener resultados muy prometedores que se
detallan a continuacion.

Por un lado, se ha demostrado la elevada y preferente expresién de MKK3 en las fases
tardias del CCR, lo que se relaciona ademéas con una menor supervivencia y un peor pronostico
de la enfermedad, en comparacidn con pacientes que presentan menores niveles de MKK3. Esto
pone de manifiesto la importancia prondstica y patobioldgica de MKK3 en CCR.

Por otro lado, se comprueba cémo el silenciamiento de MKK3 a través de un sistema de
RNAI inducible por doxiciclina, consigue una disminucion del crecimiento celular y un
aumento de la muerte celular por activacién de autofagia en aquellas lineas celulares sensibles
a la deplecién de MKK3 y no en los colonocitos primarios. Es decir, que tanto la proliferacion
celular como la supervivencia dependen de la exacerbacion de la cascada de sefializacion de
MKK3.

En cuanto al papel del 5-FU (5-fluorouracilo), se ha visto que este activa la via de
sefializacion MKKS3 en todas las lineas celulares de CCR, pero no en los colonocitos primarios.
La exposicion a 5-FU junto con el silenciamiento de MKK3 se traduce en un aumento del
potencial quimioterapéutico (Figura 5), lo que ocurre incluso en las lineas insensibles a la
autofagia inducida por el silenciamiento de MKKS3. Esto indica la presencia de otros
mecanismos responsables de dicho efecto y que MKKS3 dificulta la respuesta al 5-FU.

Se ha descubierto que este otro mecanismo por el que el 5-FU ve comprometida su
eficacia depende de la activacion de p386 MAPK, lo que a su vez requiere de la activacion de
MKK3, que lo fosforila selectivamente. Asi, se comprueba que la sefalizacion de
prosupervivencia mediada por MKK3/p3856 MAPK disminuye la respuesta al 5-FU, entre otras
cosas. Ademas, se respalda la idea de que dichas sefiales de prosupervivencia dependen también
de la regulacion positiva de otras proteinas activadas por p386 MAPK, como la proteina de
reparacion por escision del grupo de complementacion cruzada 1 (ERCCL1) en células de CCR
(Figura 5).

Finalmente, se constata que la p386 MAPK mantiene la malignidad del tumor in vivo y
su inhibicion no solo frena el crecimiento tumoral, sino que ademas consigue efectos
antitumorales por si sola similares a los que se obtienen en combinacion con 5-FU. En general,
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el silenciamiento de p386 MAPK in vivo consigue los efectos que ya se habian descrito para
MKKa3: se induce autofagia, se inhiben las sefiales de supervivencia y se induce la muerte
celular.

Con todo ello, se pone de manifiesto la importante participacion de MKK3 en el
desarrollo tumoral, asi como de p38 MAPK. Mientras que en presencia de 5-FU la activacion
de p38a MAPK produce apoptosis, la activacion de la via de MKK3/p386 MAPK/ERCC1
genera sefiales de supervivencia. Esto revela la necesidad de actuar especificamente frente a las
diferentes isoformas de p38 MAPK para optimizar la terapia y obtener asi los resultados
esperados en los pacientes en tratamiento frente al CCR. Sin embargo, la selectividad requerida,
asi como la eficacia y seguridad son complicadas por el momento debido al caracter
pleiotropico de p38 MAPK, y es por ello, que se opta por el desarrollo de inhibidores de MKK3.
En este caso concreto, se ha visto que el empleo de la quimioterapia junto con un inhibidor de
MMK3 favorece la autofagia y la muerte celular (Figura 5), lo que representa una estrategia
efectiva y potencialmente segura, ya que actuaria matando las células cancerosas
especificamente. Ademas, puede ser de especial interés en pacientes con CCR en fase tardia,
con niveles elevados de MKK3 y cuya opcidn terapéutica suele ser el tratamiento con 5-FU,
esperando de esta combinacion una estrategia prometedora para la mejora de los resultados
terapéuticos en dichos pacientes 819,

@) T e
w_iﬂ;,ﬁ'iﬁif{f;' N
W - Hji:’izs::‘:x

1 4 3 3 |
' 3 Ky |

Gl e

Figura 5. Diferente respuesta celular al 5-FU mediada por MKK3/p386/ERCCL. A la izquierda se muestra
cémo la sefializacion de prosupervivencia generada por MKK3/p383/ERCCL se intensifica en CCR en respuesta
al 5-FU. En cambio, a la derecha se muestra coémo en presencia de un inhibidor de MKK3 se evita la activacion
de la sefializacién de prosupervivencia desencadenada por 5-FU, y se produce la autofagia y muerte celular de las
células del CCR °,

CONCLUSIONES

o p38a presenta un papel dual en el cancer colorrectal, ya que actla como supresor
tumoral en las células epiteliales intestinales normales y como inductor tumoral en las
células transformadas. En la metastasis, promueve la migracion y la invasion de las
células tumorales, aunque su papel es complejo.
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O

La combinacion de inhibidores de p38a, junto a otras combinaciones de terapias
dirigidas e inmunoterapias, puede resultar prometedor para el tratamiento del cancer
colorrectal, aunque todavia se requiere una mayor investigacion. Se busca la
especificidad de isoforma de p38 MAPK, de via de sefializacion y del estadio.

El microambiente tumoral es clave tanto en el desarrollo del cancer como en la
generacion de metastasis, por lo que su conocimiento puede ser muy relevante para la
obtencion de terapias especificas.

Recientemente, se ha puesto de manifiesto la importante participacion de p38d en el
cancer colorrectal, proponiéndose como parte de un mecanismo cuya activacion
compromete la eficacia del 5-FU.
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