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A mi Jefe y los compaiieros de investigacion.

Sabemos los que somos,

pero aun no sabemos lo que podemos llegar a ser.

William Shakespeare
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INTRODUCCION

1. CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comun en el mundo,
diagnosticandose cerca de 1.4 millones de casos nuevos en 2012 (Fuente: World Cancer
Research Fund International; extraido de: wecrf.org/cancer_statistics/index.php). Es el
tercer cancer mas comun en hombres y el segundo en mujeres en todo el mundo
(International Agency for Research on Cancer; Globocan 2012: Estimated Cancer
Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2012; extraido de:
http://globocan.iarc.fr/)

La prevalencia en Espana es de 60.42 casos por aflo por cada 100.000 habitantes.
En concreto, en Granada, en el periodo 2007-2009, la incidencia media anual de cancer
de colon presentdé unas tasas brutas de 41 y 41 por 100.000 hombres y mujeres,
respectivamente. La tasa bruta de mortalidad media anual en el periodo 2003-2007 fue
de 28 y 20 por 100.000 hombres y mujeres respectivamente (Registro de "Cancer de
Granada; extraido de: cancergranada.org/es/index.cfm)

Las tasas de mortalidad han ido disminuyendo a los largo de los afios. Esto es
debido tanto a la deteccion precoz de lesiones precancerosas gracias a los programas de
screening, como a tratamientos mas efectivos (Lee y Sonnenberg, 2013).

Su desarrollo es lento, en un periodo de 10 a 20 afios. La mayoria comienzan
como polipos, siendo los més comunes los llamados adenomatosos o adenomas.
Aunque todos los adenomas tienen la capacidad de malignizar, menos de un 10%
progresa a un carcinoma invasivo (Risio, 2010). Los canceres que se desarrollan de las
células glandulares se llaman adenocarcinomas; la mayoria de los CCR
(aproximadamente 96%) son adenocarcinomas (Stewart y cols., 2006).

1.1 Factores de riesgo para el CCR

Podemos afirmar que el CCR y la alta incidencia que lo acompaifia son debidos
tanto a factores genéticos como ambientales (dieta rica en grasas, carnes rojas y
procesadas, sendentarismo, obesidad, ingesta de alcohol, entre otros) (Tabla 1)
(Colorectal Cancer Facts and Figures 2014- 2016, American Cancer Society).

Las tasas de incidencia y mortalidad aumentan con la edad. El 90% de los casos
de diagnostican después de los 50 afios. El sexo es otro factor de riesgo, siendo mas
frecuente en hombres que en mujeres, esto podria explicarse por complejas
interacciones hormonales en los distintos sexos (Murphy y cols., 2011). La mayoria de
los CCR son esporadicos, aunque se encuentra un aumento de incidencia en los
familiares de pacientes diagnosticados, lo que nos hace pensar en la participacion de
factores hereditarios (Weitz y cols., 2005).



1.1.1  Predisposicion genética

El modo de presentacion del CCR puede seguir tres patrones: esporadico, familiar
o hereditario. La forma esporadica cuenta con el 70% de los CCR, menos del 10% se
deben a predisposicion genética y estos a su vez se dividen en funcion de la aparicion de
polipos o no. Por ultimo un 25% es el llamado CCR familiar; los individuos
pertenecientes a estas familias tienen un aumento del riesgo de CCR, aunque el riesgo
en estos casos no es tan alto como en los sindromes hereditarios. Existen dos tipos de
CCR hereditario: el Sindrome de Lynch o cancer de colon hereditario no polipodsico
(CCHNP) y la Poliposis adenomatosa familiar (Bogaert y Prenen, 2014).

El sindrome de Lynch es la forma méas comun de CCR herediatario. Es una
enfermedad autosdmica dominante con alta penetrancia (cercana al 80%) responsable
del aproximadamente el 3% de todos los adenocarcinomas coldnicos (Bonis y cols.,
2007). Suele aparecer en individuos jovenes y con una predominancia (alrededor del
70%) en el colon derecho.

La inactivacion de una serie de genes (MSH 2, MSH 6, MLH 1, MLH 3, PMS1 Y
PMS2), produce la acumulacion de una serie de mutaciones en el genoma que se
conoce como inestabilidad de los microsatélites. Casi todos los afectados por el
sindrome tienen altos niveles de inestabilidad de los microsatelites, hecho que también
aparece en el 15% de los canceres de colon esporadicos.

La Poliposis adenomatosa familiar es el segundo sindrome genético que
predispone a CCR mas frecuente. Se caracteriza por la aparicion de cientos a miles de
polipos en los individuos afectados (Jasperson y cols., 2010). Es una enfermedad
autosdmica dominante causada por mutaciones en el gen APC, localizado en el
cromosoma 5q21-q22.

El riesgo de desarrollar un CCR en estos individuos en el 100%, siendo la edad
media de aparicion los 39 afios.

1.1.2 Factores ambientales

Las diferencias geograficas en las tasas de CCR y el aumento del riesgo en la
poblaciéon inmigrante hace pensar que tanto la dieta como el estilo de vida tiene una
gran influencia en la aparicion de esta patologia.

El alto consumo de carnes rojas y procesadas, la ingesta de alcohol y el consumo
de tabaco, la obesidad y la vida sedentaria son factores de riesgo.

Existe evidencia de que, el uso de aspirina (asi como de otros AINES) a largo
plazo y de forma regular reduce el riesgo de CCR (Rothwell y cols., 2010); aunque la
Sociedad Americana del Cancer no recomienda su uso en la poblacion general por sus
potenciales reacciones adversas gastrointestinales.

Se ha hablado también de menor tasa de CCR en mujeres postmenopdusicas en
tratamiento hormonal sustitutivo (THS) (Rossouw y cols., 2002), aunque el riesgo se
igualaria de nuevo a las no consumidoras de THS pasados los tres afios de cese de
tratamiento (Heiss y cols., 2008).



TABLA 1. FACTORES DE RIESGO DE CCR

Riesgo Relativo*

Factores que aumentan el riesgo:
Herencia e historia clinica
Historia familiar

Familiar de primer grado 2.2
Mas de un familiar 4.0
Familiar con diagndstico antes de los 45 3.9
Enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad de Crohn (colon) 2.6
Colitis ulcerosa
Colon 2.8
Recto 1.2
Diabetes 1.2
Habitos personales
Consumo de alcohol 1.6
Obesidad 1.2
Consumo de carne roja 1.2
Consumo de carnes procesadas 1.2
Tabaco 1.2
Factores que disminuyen el riesgo
Actividad fisica (colon) 0.7
Consumo diario 0.8
Consumo de fruta 0.9
Consumo de verduras 0.9
Fibra total en la dieta (10g/dia) 0.9

*El riesgo relativo compara el riesgo entre personas con una exposicion concreta con personas sin esa
exposicion. El riesgo relativo para los factores dietéticos compara el mayor consumo con el menor
consumo. Si el riesgo relativo es mayor de 1.0, el riesgo es mayor en expuestos que en no expuestos. Un
riesgo relativo menor de 1.0 indica efecto protector.

*Extraido de Colorectal Cancer Facts and Figures 2014-2016. American Cancer Society.

1.2 Clinica del CCR.

En estadios iniciales del CCR no suelen aparecer sintomas y los pacientes que son
diagnosticados es gracias a los programas de screening. Sin embargo, a pesar del
aumento del nimero de pacientes diagnosticados en fases iniciales gracias a programas
de cribado, muchos CCR se diagnostican una vez el paciente comienza a tener sintomas
(Speights y cols., 1991).

Los signos y sintomas incluyen hemorragia oculta que puede causar anemia
ferropénica, dolor abdominal y cambios en el hdbito intestinal, astenia y pérdida de peso
entre otros (Speights y cols., 1991).



1.3 Screening del CCR

El lento crecimiento desde una lesion precancerosa, en este caso un poélipo
colonico, hasta un cancer invasivo, nos da una oportunidad Unica de prevencion y
deteccion temprana del CCR (Winawer y Zauber, 2002).

Segun los grupos de riesgo, The American College of Gastroenterology propone
las siguientes recomendaciones para el screening (Douglas y cols., 2009).

* En caso de no existir historia familiar de CCR ni antecedentes personales el
screening comenzaria a los 50 afios —evidencia 1B- (en caso de Afroamericanos a
los 45 afios —evidencia 2C-). En estos casos se realizaria test de sangre oculta
(TSOH) anualmente, analisis de ADN en heces cada 3 afios; aunque lo mas
recomendado seria la colonoscopia cada 10 afos o la sigmoidoscopia flexible cada
5-10 afios. En estas recomendaciones se incluye la colonoscopia por TC cada 5
anos.

* Personas con un solo familiar de primer grado diagnosticado de CCR o adenomas
con displasia de alto grado después de los 60 afios seguirdn las mismas
recomendaciones que las personas con bajo riesgo.

* Personas con un familiar de primer grado con CCR o adenomas de alto grado
diagnosticados antes de los 60 afios, o bien dos o més familiares de primer grado
con CCR o adenomas de alto grado, comenzaran el programa de despistaje con 40
afios o 10 afios antes de la edad del familiar mas joven diagnosticado. En estos casos
se recomienda realizar colonoscopia cada 5 afos.

* Pacientes con poliposis adenomatosa familiar (PAF) (> 100 polipos) deberian
beneficiarse de consejo genético y realizarse test genéticos si tienen hermanos o
hijos que podrian beneficiarse de estos test.

* Pacientes con PAF conocida o con historia familiar (y sin test genéticos) deberan
someterse anualmente a sigmoidoscopia flexible o colonoscopia comenzando a los
10-12 afios.

* Los pacientes que reunan los criterios de Bethesda para el sindrome de Lynch o
CCHNP deben comprobar la inestabilidad de los microsatélites del tumor. Aquellos
familiares de pacientes diagnosticados de CCHNP o aquellos pacientes con test
genéticos positivos deben realizarse una colonoscopia cada 2 afios comenzando a los
20-25 afos hasta los 40 afos, a partir de entonces anualmente.

1.4 Diagnostico del CCR

El CCR puede ser diagnosticado en estadios iniciales gracias a los programas de
cribado o bien diagnosticarlo por la sintomatologia del paciente. De este modo el cancer
en colon derecho suele presentarse habitualmente con astenia, pérdida de peso y anemia
ferropénica, mientras que el cancer en colon izquierdo es mas dado a causar dolor
abdominal o signos de obstruccion en estadios mas avanzados (Hamilton y cols., 2005).

De todas las técnicas utilizadas para el diagnostico del CCR la de eleccion es la
colonoscopia. Con una sensibilidad del 90-95% y un indice de complicaciones en tornos



al 2% en las terapéuticas; puede localizar lesiones y tomar biopsias, detectar tumores
sincronicos o quitar polipos (Rockey y cols., 2005).

El enema opaco y con bario es poco utilizado, tanto por la alta disponibilidad de la
colonoscopia, como por su menor sensibilidad y por no poder realizarse técnicas
terapéuticas (Halligan y cols., 2013).

La colonoscopia virtual proporciona una perspectiva del colon simulada por
ordenador. Es menos invasiva que otras técnicas y no necesita un tiempo de
recuperacion, sin embargo, ante el hallazgo de pdlipos u otros resultados anormales los
pacientes deberan realizarse una colonoscopia (Johnson y cols., 2008).

1.5 Tratamiento del CCR

El primer tratamiento a considerar es la reseccion quirurgica, si bien la situacion
de cada paciente es estudiada de manera individual y el tratamiento se hard en funciéon
de la extension del tumor y el estado general del paciente.

En estadios localizados, sin evidencia de extension del tumor a ganglios linfaticos
u organos adyacentes el tratamiento principal es la reseccion quirtrgica del segmento
afectado. En estadios més avanzados, con crecimiento del tumor a otros tejidos, o
evidencia de células tumorales en los bordes de la pieza de reseccion se recomienda el
tratamiento con radioterapia y/o quimioterapia adyuvante (Colorectal Cancer Facts and
Figures 2014- 2016).

Ante la aparicion de metastasis, la quimioterapia, radioterapia y las terapias
bioldgicas pueden ser de ayuda para aliviar los sintomas y prologar la supervivencia. Se
han propuesto una serie de farmacos aprobados por la FDA, como los VEGF o los
EGFR (Wang y cols., 2010).

Las metastasis hepaticas son muy frecuentes en el cancer de colon. Si el hallazgo
es de una lesion aislada, existe la posibilidad de reseccion de en cuila con un margen. Si
por el contrario las caracteristicas de la lesiébn (ntimero, tamafio o localizacion)
requieren la realizaciébn de una hepatectomia, ésta podria realizarse en un segundo
tiempo (Wuy cols., 2011).

2.  P53: GENERALIDADES Y SU RELACION CON EL CCR

En las ultimas tres décadas, estudios moleculares genéticos revelan mutaciones
subyacentes en la patogénesis del CCR, tanto en su forma esporadica como en las
formas hereditarias. Un ntimero relativamente limitado de oncogenes y genes supresores
de tumores (mas frecuentemente gen APC, gen KRAS y gen p53) estdn mutados en un
considerable nimero de cénceres colorrectales, y una cantidad ain més considerable,
que también estdn mutados estdn empezando a definirse. Esto, junto con la metilacion
del ADN y los cambios en la estructura de la cromatina, desajustan los sistemas de
sefalizacion, que ejercen efectos dependientes del contexto en ciertos fenotipos
celulares, incluyendo la regulacion del metabolismo celular, proliferacion,
diferenciacion y supervivencia. Parece necesario continuar con los estudios sobre este



tema para comprender completamente la naturaleza y el significado de los defectos
genéticos y epigenéticos, tanto individuales como colectivos, en relacion al CCR
(Fearon, 2011).

El gen supresor de tumores TP53, localizado en el cromosoma 17pl3.1 es
conocido como el ‘guardian del genoma’. Este gen contiene 11 exones y transcribe un
mRNA de 2.8 kb. P53, una fosfoproteina de 393 aminoécidos, actia como un regulador
del crecimiento celular y juega un papel fundamental en respuesta a diversas sefiales de
estrés o dafio celular, en la inducciéon de ciertos genes que son importantes en la
detencion del ciclo celular y la apoptosis que sigue al dafo en el ADN (Figura 1); de
esta manera inhibe la proliferacion de células tumorales. Por tanto, un TP53
funcionalmente normal es esencial para proteger al organismo del desarrollo de tumores
(Naccarati, y cols., 2011).
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Figura 1. Funciones de p53. Extraido de Vousden, K. H. and Prives, C. 2009. Blinded by the
light: the growing complexity of p53. Cell 137, 413- 431.

Mas de la mitad de los canceres conocidos en el ser humano albergan mutaciones
en el p53; la herencia de un alelo mutado de este gen predispone al sindrome
autosémico dominante Li-Fraumeni (Olivier y cols., 2010). Kezelmann Broz y Attardi
en 2010 confirmaron el papel fundamental en la supresion de tumores utilizando p53-
null mice, demostrando una incidencia de cancer del 100% (Kezelmann y Attardi, 2010)
(Figura 2).

En situaciones de alto nivel de estrés, p53 dirige de manera irreversible a la
apoptosis o senescencia (detencion irreversible del ciclo celular) de las células,
seleccionando aquellas muy dafiadas o malignas, siempre en beneficio del organismo.
Bajo pequenos niveles de estrés, p53 tiende a preservar la vida de la célula, bien
deteniendo temporalmente el ciclo celular, reparando el dafo del ADN o produciendo
proteinas antioxidantes. Todas estas respuestas, dependen de la habilidad de p53 como
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activador transcripcional de una gran variedad de genes, aunque la actividad
independiente de la transcripcion que se le atribuye a p53 puede también contribuir en
las funciones descritas anteriormente (Colleen y Attardi, 2010).

r
p53 is a crucial tumor suppressor

<

Human tumor cells Heritable p53 mutant allele p53-null mice
~50% have p53 Li-Fraumeni syndrome 100% cancer incidence
loss or mutation cancer predisposition
A A

Figura 2. De izquierda a derecha. Un 50% de los canceres en humanos presentan pérdida o
mutacion de p53. La herencia de un alelo mutado de p53 predispone al sindrome de Li-Fraumeni.
En los ratones carentes de p53 se demostrd una incidencia del 100% de cancer. Extraido de Collen
y Attardi, 2010.

Las funciones de p53 son muchas y aunque entre las més importantes se
encuentran las mencionadas (detencion del ciclo celular y apoptosis), cada dia son mas
los estudios de investigacion que se cuestionan nuevas funciones y mecanismos de
accion del p53; se le atribuyen continuamente nuevas acciones que afectan la supresion
de tumores, incluyendo la regulacion del metabolismo, autofagia y el estado oxidativo
de la célula (Colleen y cols., 2010). Una funcién muy importante atribuida a p53 ha
sido su papel como factor de transcripcion y la regulacion de una gran diversidad de
genes, que posteriormente median en la respuesta de p53 (Vousden and Prives, 2009).

Una actividad inapropiada de p53 puede ir en contra de la viabilidad de la célula y
el organismo, por lo que hay numerosos mecanismos para mantener a pS3 bajo control.
Muchas ubiquitin-ligasas E3, principalmente MDM2, pero también otras como PIRH2,
COPI1 y ARF-BPI, regulan negativamente los niveles de proteina p53, manteniendo los
niveles bajos cuando no se requiere de su actividad (Brooks y Gu, 2006). MDM?2 se une
al TAD del p53 y no solo regula la estabilidad de p53, sino que también inhibe su
funciébn de transactivacion bloqueando la incorporacion de componentes
transcripcionales esenciales. La importancia de MDM2 en la regulaciéon de p53 se
evidencio usando el Mdm2-null mice, los cuales mostraban una letalidad embrionaria
muy temprana (Jones y cols., 1995; Montes de Oca Luna y cols., 1995). En respuesta a
sefales de estrés, pS3 se moviliza por la inhibicion de MDM2, a través de alguno de los
muchos mecanismos que existen: modificaciones post-translacionales tanto en MDM?2
como en p53 inducido por estrés, lo que rompe la interaccion entre MDM2-p53; el
secuestro de MDM2 inducido por oncogenes por el supresor de tumores ARF; la union
a proteinas ribosomales que desencadena estrés nucleolar y la inhibicion de MDM?2

11



mediada por la ubiquitilacion de p53 (Marine y cols., 2006; Wade y cols., 2010; Zhang
y Lu, 2009). P53 por si mismo también controla la funcion de MDM?2 activando la
transcripcion del gen MDM2, proporcionando un feedback negativo para atenuar la
sefializacion de p53 en el momento oportuno.

2.1 Estructura de p53

La proteina p53 activa es un tetramero constituido por 4 subunidades idénticas
(mondémeros). Cada mondémero esta formado por dominios bien definidos. El dominio
N-terminal comprende a su vez dos dominios que activan la transcripcion (TAD 1y
TAD 2); estos dominios pueden aumentar la transcripcion de los genes diana de p53 de
manera independiente reclutando enzimas modificadoras de histonas o complejos
coactivadores como STAGA y Mediator (Gamper and Roeder, 2008) (Laptenko y
Prives, 2006).

El dominio localizado centralmente y que estd altamente conservado es el
dominio de unién al ADN. Es el responsable de la uniéon de secuencias especificas de
proteinas a los elementos respuesta a p53 en el ADN de sus genes diana. El dominio C-
terminal estd compuesto por un dominio de tetramerizacion seguido de dominio bésico
no estructurado (Laptenko y Prives, 2006; Brady y Attardi, 2010) (Figura 3).

De entre las mas de 18.000 mutaciones actualmente conocidas de p53 que resultan
en la pérdida, tanto parcial como total de sus funciones, la mayoria se encuentran en el
dominio de unién del ADN. Estas mutaciones pueden interrumpir la unién especifica al
ADN de los genes diana de p53 de muchas formas distintas (Laptenko y Prives, 2006),
resultando en la pérdida de las funciones supresoras de tumores. Del mismo modo, se
conoce la capacidad de la proteina p53 mutada de adquirir nuevas funciones
oncogénicas que modulan una amplia variedad de fenotipos tales como el incremento
del crecimiento celular, la migracion, invasion y metastasis, la inestabilidad genomica y
la quimioresistencia (Oren y Rotter, 2010; Cadwell y Zambetti, 2001); de hecho, antes
del descubrimiento del gen TP53, se pensaba que p53 funcionaba como un oncogen,
esto fue debido a que todos los estudios fueron realizados con p53 mutados aislados de
células tumorales (Eliyahu y cols., 1985; DeLeo y cols., 1979).
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Figura 3. Estructura del monémero de p53.

2.2 P53 y microARNs

Los miRNAs son una clase de pequefios nucleotidos enddogenos de ARN no
codificantes. La mayoria de ellos actuan inhibiendo postranscripcionalmente la
expresion de genes uniéndose a la region 3’-UTR de ciertos mARN, inhibiendo su
estabilidad o su traslacion (Li y cols., 2014). Los microARNs (miARNs) son potentes
reguladores de la expresion genética y modulan multiples procesos celulares incluyendo
la proliferacion, diferenciacion y apoptosis, por lo que la perturbacion de la expresion
de los miARN tiene consecuencias patologicas (Kasinski y cols., 2011).

La regulacion negativa de la expresion de los miARN se observa frecuentemente
en los canceres, lo que sugiere que la mayoria de los miARNs funcionan como
supresores de tumores. Ejemplos de miARNSs supresores de tumores incluye la familia
let-7, la familia cluster miR-15-16, y el miR-34a, regulado transcripcionalmente por
p53 (Hermeking, 2009). Como el mismo p53, miR-34 ejerce funciones supresoras de
tumores inhibiendo la proliferacion celular e induciendo la apoptosis; la expresion de
miR-34 estd silenciada en algunos tumores debido a la delecciéon homocigdtica o la
pérdida de la sefializacion de p53 (Lal y cols., 2011; He y cols., 2007).

Aunque la mayoria de los miARNs actlian como supresores de tumores, algunos,
incluidas la familia miR-17-92, miR-21 y miR-155 tienen una regulacion positiva en
ciertos canceres, lo que sugiere que presentan funciones oncogénicas.

Como ya hemos sefialado para miR-34, se ha demostrado que ciertos miARN son
regulados por p53. En el caso de p53 mutado, no solo pierde su actividad como supresor
de tumores, sino que también adquiere nuevas funciones oncogénicas que son
independientes del p53 wt. Se ha visto que los miARNSs son los efectores ultimos de los
procesos bioldgicos regulados por p53 mutado. Por lo tanto, una perspectiva importante
para el cancer es la conexion entre las vias de regulacion de los miARN con las vias de
regulacion de p53 mutado (Liy cols., 2014).
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2.3 P53y CCR

Como ya hemos hablado, el CCR constituye una proporcion significativa en la
carga global de morbilidad y mortalidad por cancer (Center, y cols., 2009). Fearon y
Vogelstein propusieron un modelo de carcinogénesis en el CCR que correlacionaba
diferentes eventos genéticos con la evolucion de la morfologia de los tejidos. Cada paso
entre la mucosa normal y el cancer conlleva alteraciones genéticas especificas y bien
definidas (Fearon, y cols., 1990). De acuerdo con este modelo, alteraciones en TP53,
APC y DCC, asi como en el oncogen K- ras son caracteristicas. La mutacion en el TP53
o su pérdida de funcion ocurre principalmente en la transicion de adenoma a cancer y la
frecuencia de alteraciones del gen aumenta con la progresion de la lesion (Worhley, y
cols., 2007).

La frecuencia de mutaciones en TP53 en el CCR es alrededor del 50%, afectando
principalmente a 5 codones que incluyen el 175, 245, 248, 273 y 282 (Tominaga, y
cols., 2010; Soussi, y cols., 2003). Las mutaciones en el codon 175 ocurren con mas
frecuencia en tumores localizados en el colon y las mutaciones que implican el codon
288 en el ex6n 8 son mas comunes en los canceres rectales (Vidaurreta y cols., 2008).
Las mutaciones que ocurren en las regiones mas conservadas de TP53 son mas
frecuentes en los tumores distales comparados con los proximales, esto sugiere que
puede estar en relacion con las diferencias en la etiologia (Oki y cols., 2009). Las
mutaciones tanto por transversion (purina por pirimidina) como por transicion (purina
por purina; pirimidina por pirimidina) son mas frecuentes en los tumores de colon
distal. Como se menciond anteriormente, las alteraciones genéticas ocurren en las
ultimas fases de la progresion del adenocarcinoma por lo tanto, las mutaciones en los
adenomas colorrectales son raros (16%), en comparacion con la frecuencia de
alteraciones genéticas en el carcinoma (40-50%) (lacopetta y cols., 2006). Las
mutaciones mas frecuentes encontradas tanto en carcinomas como en adenocarcinomas
se encuentran en los codones 175 y 273. Sin embargo, se ha observado que la mutacion
en el codon 248 es tres veces mayor en adenocarcinomas que en adenomas (Lea, y cols.,
2009).

Hasta ahora, se han identificado 200 polimorfismos de un solo nucleétido en el
TP53. Dada la alta frecuencia de variantes en los alelos de la poblacion general, las
mayoria de estas variaciones en el TP53 no causan mas que sutiles efectos biologicos
(Whibley y cols., 2009).

El polimorfismo mas investigado es rs1042522, una transversion de G (guanina) a
C (citosina) en el codon 72 del exon 4, cuyo resultado final es el cambio del aminoéacido
arginina por prolina (TP53 Arg72Pro). El polimorfismo rs1042522 se localiza en la
region rica en prolina de la proteina, la cual se conoce por tener un importante papel en
el control del crecimiento y en las funciones apoptdticas (Soussi y Lozano, 2005). Este
polimorfismo conlleva un cambio estructural en la proteina, dando lugar a diferencias
en la movilidad electroforética (Pietsch y cols., 2006).

Las dos isoformas de p53 debidas al polimorfismo en el codon 72 tienen
diferentes propiedades tanto bioldgicas como bioquimicas. Al parecer, la forma Arg72
induce la apoptosis de manera mas eficiente que la forma Pro72 (Pim y Banks, 2004).

14



Muchas investigaciones han estudiado la asociacion entre el polimorfismo
Arg72Pro y el riesgo de cancer colorrectal, incluyendo estudios que estudian el riesgo
de adenomas. Varios estudios hablan de asociacion entre CCR con el alelo Pro72 (Song
y cols., 2011; Sameer y cols., 2010; Cao y cols., 2009; Zhu y cols., 2007). Ademas, este
riesgo de padecer cancer en los portadores del alelo Pro72 parece que aumenta en los
consumidores de alcohol (Zhu y cols., 2007). En contraste a estos datos, dos estudios
describen la asociacion del alelo Arg72 con un aumento del riesgo de CCR (Perez y
cols., 2006; Dakouras y cols., 2008), y uno de ellos muestra aumento del riesgo de
adenoma (Koushik y cols., 2006).

Otro polimorfismo frecuentemente estudiado es la duplicacion 16-bp en el intron
3 (PIN3, rs17878362. Los diferentes alelos se hacen llamar Al y A2, siendo A2 el
portador de la duplicacion 16-bp). Se han llevado a cabo, de la misma manera que con
Arg72Pro, muchos estudios que intentan mostrar la relacion entre este polimorfismo y
el riesgo de CCR, encontrando diversidad de resultados. Algunos de ellos muestran
asociacion entre un descenso del riesgo y el alelo A2, mientras otros informan de
asociacion con aumento del riesgo (Mammano y cols., 2009; Gemignani y cols., 2004).

Estudios han reportado asociacion entre mutaciones somaticas del TP53 o
expresion anormal de las proteinas con una peor supervivencia o una falta de respuesta a
los tratamiento (Munro y cols., 2005). La mayoria de las investigaciones sobre la
relevancia clinica de los polimorfismos de TP53 estdn centradas en el papel de
Arg72Pro. In vitro, la variante Arg72 ha mostrado ser un mayor inhibidor de la
apoptosis inducida por quimioterapia que la variante Pro72. Sin embargo, los pacientes
homocigotos para el alelo Arg72, con cancer de mama, pulmoén, cabeza y cuello han
mostrado mas supervivencia y mejor respuesta a la quimio y radioterapia (Nacaratti y
cols., 2012).

Un estudio basado en 3583 pacientes con CCR muestra mas frecuencia de
mutaciones en TP53 en tumores distales y de recto que en los proximales. La pérdida de
aminoacidos que causan las mutaciones se asociaban con peor supervivencia, y
pacientes con estadio C de Duke y wtTP53 tenian mejor supervivencia después del
tratamiento adjuvante con quimioterapia (Russo y cols., 2005).

En el cancer colorrectal, la alteracion de la funcion normal de gen TP53
representa un gran paso en la carcinogénesis, aunque las mutaciones se han identificado
como eventos tardios en este proceso. Debido al papel fundamental del TP53, es
esperable que sus variantes jueguen un papel en la susceptibilidad del CCR esporadico.
A pesar de esto, no se dispone ain de resultados consistentes sobre la labor de las
mutaciones en TP53 y sus polimorfismos (Naccarati y cols., 2012).
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3. MELATONINA

Descrita por primera vez por McCord y Allen en 1917 y aislada por Lerner en
1959, la melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una indolamina sintetizada
principalmente en la glandula pineal, la cual posee todas las enzimas necesarias para su
sintesis a partir de la serotonina (Axelrod, 1978).

Estudios recientes muestran, con la ayuda de anticuerpos especificos de
melatonina, la presencia de esta indolamina en multiples tejidos extrapineales como el
cerebro, la retina, coclea, epitelio respiratorio, gldndula de Harder, piel, tracto
gastrointestinal, higado, rifiones, tiroides, pancreas, timo, bazo, sistema inmune, tracto
reproductivo y células endoteliales. La melatonina estd presente en la mayoria de los
fluidos bioldgicos, excediendo muchos de ellos las concentraciones de la sangre
(Acuna-Castroviejo y cols., 2014).

3.1 Sintesis y regulacion de melatonina

La sintesis de melatonina ocurre en el pinealocito, con una oscilacion diaria,
dependiendo de las condiciones luminicas, ya que la luz suprime su actividad, habiendo
un aumento de su secrecion durante la noche, considerandose un marcador endocrino
nocturno. (Reiter RJ, 1991).

La sintesis comienza con el aminodcido triptéfano, que pasa a 5-hidroxitriptofano
gracias a la enzima triptéfano-hidroxilasa. Es la enzima L-aromadtico- aminoacido-
decarboxilasa la que convierte el 5-hidroxitriptofano en 5-hidroxitriptamina o
serotonina. En una segunda etapa la serotonina se acetila por para formar la N-
acetilserotonina por el enzima citosolico arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AA-NAT).
La serotonina acetilada se convierte en melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina por la
N-acetilserotonin-O-metiltransferasa  (ASMT) (antes llamada  hidroxindol-O-
metiltransferasa (HIOMT)) (Stehle y cols., 2011) (Figura 4).

La producciéon circadiana de la melatonina en la gldndula pineal explica su
influencia cronobidtica en la actividad del organismo, incluyendo tanto los ritmos
endocrinos como los no endocrinos. Otras funciones de la melatonina incluye
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, efectos sobre el genoma y su capacidad
para modular la homeostasis de la mitocondria que esta ligada al estado rédox de las
células y los tejidos (Acuna-Castroviejo y cols., 2014).

El 90% de la hormona se desactiva a nivel hepatico y es eliminada via renal en
forma de 6-hidroximelatonina. Sus niveles en orina se pueden utilizar para valorar el
nivel hormonal en sangre (Arendt y cols., 2006).

La produccion de melatonina parece disminuir gradualmente con la edad,
comenzando su sintesis a los tres o cuatro meses de edad, alcanzando su maximo entre
los ocho o diez afios y disminuyendo su sintesis paulatinamente, hasta que por encima
de los 70 afios los niveles de la hormona no superan el 10% de los prepuberales
(Guerrero y cols., 2007; Mishima y cols., 2001)
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Figura 4. Metabolismo del triptofano a melatonina en la glandula pineal.

Extraido de: Zhdanova, IV, Wurtman, RJ. In: Endocrinolody: Basic and Clinical Principles, PM,
Conn, S, Melmed (Eds), Humana Press, Inc, Totowa, NJ, 1997, p.281.

3.2. Receptores de melatonina

Los efectos de la melatonina estan mediados por dos mecanismos diferentes:
dependientes de receptores y no dependientes de receptores.

Los receptores pueden ser de membrana o nucleares. Entre los primeros
encontramos dos tipos, MT1 y MT2, los cuales pertenecen a la familia de los receptores
acoplados a proteina G (Dubocovich y cols., 2005; Reppert y cols., 1995). Se ha
descrito un tercer lugar de unién de la melatonina, MT3, identificado como una quinona
reductasa 2, relacionada en el metabolismo xenobidtico de la célula, sin embargo no
retne todos los criterios para ser clasificado como receptor de melatonina (Nosjean y
cols., 2000).

La activacion del receptor MT1 conduce a diferentes respuestas, la mayoria de
ellas dependientes de la inhibicion del AMPc, a través de la proteina G (Brydon y cols.,
1999). MTI1 estd relacionado con funciones metabolicas, reproductivas y
vasocontriccion (Dubocovich y cols., 2005). La union de la melatonina a MT2 conlleva
una inhibicion de AMPc y del GMPc (Petit y cols, 1999). Este segundo receptor esta

17



relacionado con el control de los ritmos circadianos y la liberacion de dopamina en la
retina, asi como en la vasodilatacion, entre otras acciones (Dubocovich y cols., 2005).

Los receptores nucleares de la melatonina denominados ‘receptores huérfanos
ROR’ incluyen tres subtipos (o, By y)y cuatro variantes del subtipo o (Becker-Andre y
cols., 1994). Solo la variante ¢ del subtipo RORa y el RORy estan relacionados con la
accion de la melatonina en el nucleo. Algunos de sus efectos gendmicos estan asociados
a la interaccidn con estos receptores (Wiesenberg y cols., 1998).

La melatonina también interactiia con varias proteinas citosdlicas incluyendo la
calmodulina, involucrada en la regulacion del citoesqueleto, la calreticulina encargada
del control de los receptores nucleares y la PKC (Benitez-King y cols., 1993).

La melatonina actia, de forma directa como scavenger de radicales libres,
generandose, durante su interaccion con especies reactivas de oxigeno (EROS) y
especies reactivas del nitrogeno (ERN), una serie de intermediarios que actiian a su vez
como neutralizadores de radicales libres. Esta funcion también es capaz de realizarla de
manera indirecta, provocando un aumento de la expresion y actividad de enzimas
antioxidantes enddgenos. Este mecanismo, relacionado inicialmente como efecto de la
melatonina sobre el receptor RORa (Tomés-Zapico y Coto-Montes, 2005), parece
depender también de la activacion de los receptores de membrana (Venegas y cols.,
2012).

Aunque la mayoria de los autores hablan de los efectos antioxidantes de la
melatonina, en algunos casos puede tener efecto pro-oxidante, ocurriendo
principalmente en células que estan muy danadas o células cancerigenas. Los efectos
duales de melatonina sobre el estado rédox intracelular incluye una respuesta
antioxidante/antiproliferativa o bien un efecto pro-oxidante/citotéxico (Sanchez-
Sanchez y cols., 2011). Este efecto pro-oxidante puede explicar las acciones
oncostaticas atribuidas a la melatonina. Esta ultima funcién puede servir de control
sobre el destino de ciertas células, promoviendo en ultima instancia respuestas
proapoptoéticas para eliminar células potencialmente malignas.

3.3. Melatonina y tracto gastrointestinal

En el tracto gastrointestinal (TGI) la melatonina es sintetizada en las células
enterocromafines de la mucosa. Los niveles en el TGI son 400 veces mayor que en la
glandula pineal y de 10 a 100 veces mayores que los niveles en suero (Bubenik, 2008).

Una parte de la melatonina del TGI proviene de la dieta (Acuna-Castroviejo y
cols., 2014), aunque parte también es producida por la flora intestinal, la bilis y otros
tejidos. Ademas de la produccion de melatonina atribuida a las células
enterocromafines, se ha demostrado el TGI puede acumular melatonina e la circulacion
(Bubenik, 1980).

Hace décadas se determin6 que la sintesis de melatonina en el TGI no variaba
después de la pinealectomia, hecho que se confirmé en 1997 por Bubenik y Brown, los
cuales no encontraron diferencias en las concentraciones de melatonina del TGI de ratas
pinealectomizadas y los controles (Bubenik y Brown, 1997). Esto junto a la presencia
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de enzimas AANAT y ASMT apoyan la afirmacion que de la sintesis de melatonina en
el TGI es independiente de la pineal (Acufia-Castroviejo y cols., 2014).

La melatonina del TGI es un compuesto multifuncional con efectos tanto
generales como especificos del tejido donde se encuentra. (Bubenik, 2008). Mientras
que la melatonina producida en la glandula pineal actia mayormente como una
sustancia endocrina, en el TGI tiene funciones tanto endocrinas, paracrinas, autocrinas y
luminales (Bubenik y cols., 1999; Chow y cols., 1997). Generalmente, la secrecion
episddica de melatonina en el TGI esta relacionada con la toma y digestion de alimentos
y con la prevencion del dafio tisular causado por el &cido clorhidrico y las enzimas
digestivas. Ya hemos comentado algunas de las acciones generales de esta hormona,
tales como scavenger de radicales libres o sus efectos antioxidantes, sin embargo en el
TGI ejerce efectos especificos como el aumento del flujo sanguineo de la mucosa,
reduccion de la peristalsis o la regulacion del contenido de agua en las heces (Bubenik,
2008).

Las acciones de la melatonina, contrarrestan las de la serotonina. Este hecho se
establece por primera vez in vitro en 1965 por Quastel y Rahamimoff, analizando el
efecto de la melatonina sobre la peristalsis (Quastel y Rahamimoff, 1965). Mientras que
la serotonina induce contracciones espasmicas in vivo, la melatonina quita el espasmo y
reanuda la peristalsis (Bubenik, 2008). La accion de la melatonina en el musculo liso
del intestino parece estar mediado por los receptores MT2 (Luchcelli y cols., 1997).

3.4. Melatonina y cancer

Es reconocido que la melatonina tiene propiedades oncostaticas en una gran
variedad de tumores, especialmente en aquellos que son hormono-dependientes. Los
mecanismos que pueden estar involucrados en la habilidad de la indolamina de
contrarrestar el crecimiento tumoral son variados, incluyendo:

o Efectos antioxidantes.
o Regulacion en la transactivacion y expresion de los receptores de
estrogenos.
Control de las enzimas involucradas en la sintesis local de estrogenos.
Control del ciclo celular y la induccién de apoptosis.
Inhibicién de la actividad telomerasa.
Inhibicidon de metéstasis.
Prevencion de la alteracion del ritmo circadiano.
Antiangiogénesis.
Efectos epigenéticos.
Estimulacion de la diferenciacion celular.
Activacion del sistema inmune (Mediavilla y cols., 2010).

o O O 0O O 0 0 O ©

Un metaanalisis realizado en 2012 muestra un efecto significativamente positivo
del uso de la metatonina oral en pacientes con cancer, bien en monoterapia o bien
combinada con algln tipo de quimioterapia. Estos beneficios se observaron en las tasas
de supervivencia, de respuesta al tratamiento y en el perfil de toxicidad de una variedad
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de farmacos quimioterapicos. Es importante resaltar que los resultados beneficiosos de
la melatonina demostraban efectos similares en distintos tipos de cancer. Este trabajo
confirm6 un aumento de la supervivencia en un aflo en pacientes con cancer que recibia
tratamiento con melatonina (Seely y cols., 2012).

3.5. Melatonina y CCR

Los pacientes con cancer colorrectal muestran una disminucion de la
concentracion nocturna de melatonina en plasma (Kos-Kudla y cols., 2002). Varios
estudios con ratas pinealectomizadas sugieren que la melatonina esta implicada en la
carcinogénesis de este tipo de cancer (Dalio y cols., 2006). En estudios in vitro la
melatonina inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis a dosis nano y milimolares.
In vivo también se ha demostrado la inhibicion del crecimiento de tumores colorrectales
(Anisimov y cols, 2000; Tanaka y cols., 2009).

La mucosa del colon expresa receptores de androgenos (AR) y receptores de
estrogenos (ER) o y B, y una disminucidon en su expresion se ha relacionado con la
progresion del CCR (Castagnetta y cols., 2002). Recientemente se ha demostrado un
descenso de la expresion de los receptores MT1 y MT2 en el CCR, lo que a su vez
parece estar correlacionado con el estadio tumoral y el género (Ledn y cols., 2012). De
hecho, la expresion de MT1 puede verse afectada por los estrogenos (Clemens y cols.,
2001) y androgenos (Ahmad y cols., 2010). La expresion de AANAT también
desciende en CCR respecto al colon normal, mientras que ASMT no varia (Ledn y cols.,
2014).

Por otra parte tanto MT1 y MT2 como los receptores nucleares de la melatonina
parecen estar implicados en su accion oncostatica. La indolamina est4d implicada en la
regulacion de la inmunidad a través de su union a receptores de distintas células del
sistema inmune. La activacion de linfocitos y monocitos/macréfagos por la melatonina,
es uno de los mecanismos por los que la indolamina inhibe el crecimiento tumoral
(Chen CQy cols., 2011).

En un estudio realizado con células HCT116 de cancer colorrectal, las cuales se
trataron con 10 uM de melatonina, se encontr6 que la hormona era capaz, a estas
concentraciones, de activar la apoptosis y la autofagia de las células tumorales, asi como
inducir un parada del ciclo celular en G1 (Hong y cols., 2014).

En modelos in vitro de CCR, se ha demostrado que la melatonina inhibe el
crecimiento tumoral debido a la inhibicion de la expresion del RNAm del gen
endotelina-1, implicado en crecimiento y progresion en multitud de tumores (Ledn y
cols., 2014). En este caso, se ha demostrado que la melatonina inhibe la expresion de
este gen debido a la inactivacion de FoXO-1, asociado a un aumento de la
concentracion de Camp, activacion de PKA y aumento de la concentracion de fosfo-Src
(pSrc), y a la inactivacion de NF-kx[1, asociado a la inhibicion de la actividad PKC que
bloquea la fosforilacion de Akt y ERK (Ledn y cols., 2014).
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3.6. Melatonina y pS3

Recientemente se ha demostrado que la melatonina inducia la fosforilacion del
pS3 en el residuo Ser-15, inhibiendo de esta manera la proliferacion celular y
previniendo el dafio acumulado en el ADN tanto de células normales como mutadas.
Todo esto requiere de la expresion de p53, de la proteina PML (promyelocytic
leukemia) y una fosforilacion eficiente del p53 en el residuo Ser-15 (Santoro y cols.,
2012). El residuo Ser-15 se fosforila por la kinasa mutada de ataxia teleangiectasia
(ATM) en respuesta a radiacion y, mientras que p38 mitogen-activated protein kinasa
(MAPK) conduce a la fosforilaciéon de p53 en respuesta a la radiacion UV. ATM y
ataxia teleangiectasia related fosforilan p53 cuando existen roturas dobles de la cadena
de ADN, mientras que P38 es capaz de fosforilzar p53 en respuesta a roturas de una sola
cadena del ADN o en ausencia de ATM (She y cols., 2000). Sefialar que la fosforilazion
inducida por melatonina del p53 no requiere de la actividad de ATM; al contrario, la
inhibicion de la acitividad de p38 MAPK afecta la capacidad de la melatonina para
inducir la respuesta al ADN dafiado dependiente de p53 y su habilidad para mantener la
integridad del genoma, dado que se suprime la fosforilacion de p53 en el residuo Ser-
15. Esta accion de la melatonina requiere también de la presencia de H2AX (Santoro y
cols., 2013).

En todo esto proceso de activacion de p5S3 por la melatonina participan los
receptores MT1 y MT2. Estos receptores transmembrana acoplados a proteina G, en
presencia de ligando, activan la proteina G e inhiben la formacion de AMPc
comenzando asi una cascada que terminard en la fosforilazion de p53. Se ha
demostrado, por tanto, que la melatonina desencadena la fosforlizacion de p53 a través
de la activacion de MT1 y MT2. De hecho, tanto la inhibicion quimica como el
silenciamento génico de estos receptores afecta a la habilidad de la melatonina para
activar la fosforilacion de p38 y su acumulacion, y por tanto inhibiendo la fosforilacion
de p53 (Santoro y cols., 2013).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existe una relacion entre el descenso de la sintesis y la sefializacion intracelular de
melatonina y el CCR (Ledén y cols., 2012, 2014). En este tipo de cancer, se ha
demostrado que la activacion (fosforilaciéon) de p53 también depende, al menos en
parte, de la melatonina a través de sus receptores de membrana. El hecho de que el gen
TP53 se encuentre mutado en la mayoria de los cénceres y, en particular en el CCR,
nos ha llevado a plantear la siguiente hip6tesis: “La expresion de los enzimas de sintesis
y de los receptores de membrana de melatonina esta relacionada con el estatus del gen
TP53 en el CCR”.

Para responder a la hipotesis, se han planteado los siguientes objetivos:

1. Determinar la expresion de MT1, MT2, RORa, AANAT y ASMT en
muestras de pacientes con CCR y su relacioén con el estatus del gen TP53
(mutado o no mutado).

2. Analizar la expresion de MT1, MT2, RORa, AANAT y ASMT en lineas
celulares establecidas de cancer de colon con diferente estatus del gen TP53.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares

Para este estudio se han utilizado cuatro lineas celulares establecidas de colon:
RKO y HCT-116 (TP53 salvaje); y HT-29 y DLD-1 (TP53 mutado). Todas ellas se han
obtenido de la ATCC, a través del Servicio de Cultivos Celulares del Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

Para su mantenimiento y propagacion, todas ellas se han cultivado en medio
RPM1 1640 (Gibco) al 10% de suero bovino fetal y con antibidtico-antimicotico al 1%
(penicilina, estreptomicina y anfotericina).

2. Pacientes

El Comité de Etica del Hospital Universitario San Cecilio, aprobé el estudio de
muestras humanas de CCR, y todos los pacientes dieron su consentimiento informado
(Anexo 1) por escrito para el almacenamiento de las muestras después de la cirugia en
la Red de Banco de Tumores de Andalucia (RBTA), y para su posterior utilizacion en la
investigacion biomédica.

Todas las muestras se obtuvieron entre las 9 horas a.m. y las 12 horas del mismo
dia (3 horas), y los tejidos tumorales viables y los tejidos normales adyacentes, fueron
diseccionados de forma inmediata y congelados en fresco en Tissue-Tekl (Optimal
Corte compuesto Temperatura, Sakura Finetek Europa B.V., Zouterwoude, Paises
Bajos), por métodos estandar.

Los ARNm de AANAT, ASMT, RORa, MT1 y MT2 se evaluaron en el tejido
tumoral y mucosa normal adyacentes de 177 pacientes (edad media 70 + 11 afios) que
se sometieron a cirugia para tratamiento de CCR primario esporadico. Las
caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 2. La normalizacion de
resultados se realizé utilizando el gen UBC como housekeeping. La extraccion de
ARNm se realiz6 de acuerdo a la seccion 3 de este apartado. Los valores de Ct
obtenidos mediante PCR a tiempo real (Seccion 5 de este apartado de Materiales y
Métodos) mediante curvas patron realizadas a tal efecto para cada gen.

En relacion con la estadificacion del tumor (clasificados de acuerdo con la
nomenclatura TNM), las muestras se agruparon en precoces (estadios I y II) y tumores
avanzados (estadios III y IV), porque no se encontraron diferencias en los parametros
analizados para cada grupo por separado.
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TABLA 2: Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas N (%)

Género

Hombre 103 (48.5)

Mujer 73 (41.5)
Localizacion

Colon 152 (93.3)

Recto 11 (6.7)
Tipo Histologico

Bien diferenciado 47 (28.1)

Moderadamente diferenciado 102 (61.1)

Pobremente diferenciado 18 (10.8)
Estadio PTMN

1 23 (13.3)

I 63 (36.4)

1l 73 (42.2)

V4 14 (8.1)

3. Extraccion de ARN

El ARN total de las muestras de tejido, se prepard usando el RNeasy Mini Kit
(QIAGEN). El procedimiento es el siguiente:

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos a una densidad de
300.000 células/pocillo. Transcurrido el tratamiento, se aspird
completamente el medio de cultivo, se realizé un lavado con PBS y se
lisaron directamente en los pocillos con 500 pl de tampén RLT. El
producto de lisis se arrastrd con rasqueta y se recogioé con una pipeta en
un tubo eppendorf (1.5 ml) asegurandonos que no se producian grumos.
Al lisado anterior se le anadieron 500 pl de etanol al 70% para
homogenizar el lisado, mezclando suavemente con la pipeta.
Seguidamente, se transfirieron 700 pl de la mezcla en una mini columna
con un tubo recolector de 2 ml y se centrifugd durante 15 segundos a
10,000 rpm. El liquido recogido en el tubo de 2 ml se desecho.

A la columna se le anadieron 700 ul de tampon RW1 y se centrifugd
durante 15 segundos a 10,000 rpm para lavar la membrana de la
columna. Desechar el liquido recogido en el tubo colector.

Se afnadieron 500 pl de tampon RPE (al 80% de etanol) a la columna y se
centrifugd durante 15 segundos a 10,000 rpm, para lavar la membrana de
la columna.
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* Posteriormente, se reemplazo el tubo colector por uno nuevo y se eluyo
el ARNm retenido en la columna con 30-50 ul de agua ultrapura
mediante centrifugacion durante 1 minuto a 10,000 rpm.

La cantidad de ARN total se determin6 por espectrofometria UV en un nanodrop
(IMPLEN).

4. Sintesis de ADNc¢

El ADNCc de cadena simple se preparé mediante transcripcion inversa con primers
oligo-dT, utilizando 2 pg del total de ARN en 50 pl de volumen total y empleando un
kit comercial (AccuScriptTM High Fidelity 1st Strand cADN Synthesis Kit,
Stratagene). La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa.

5. PCR a tiempo real

Unos 5 pl de ADNc se amplificaron durante 40 ciclos con primers especificos
para ubiquitina C (UBC), MT1, MT2, AA-NAT y ASMT, (Tabla 1). Las reacciones de
PCR que contienen la moélecula SYBR-green fueron amplificadas en un equipo de PCR
a tiempo real (Mx3000P QPCR System, Stratagene). Los datos fueron adquiridos como
valor de ciclo umbral (Ct). La amplificaciéon de UBC se utilizé como estandar interno de
ARNm para normalizar las diferencias en concentracion de la muestra y de la carga. Se
construyeron curvas de calibracion para cada uno de los genes de estudio mediante el
trazado de los valores de Ct frente a diluciones de ADNc conocidas. Después de cada
experimento se realizo electroforesis en gel de agarosa de cada muestra, para descartar
los productos de PCR no especificos y los dimeros de los primers.

Tabla 3: Cebadores utilizados en este estudio

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO TAi\lilg)N 0
MT1 ttgtectttttgecatttgetgggetecte gtcatcagtggagacggtttccatttaacc 289
MT2 gtggtgtttgtgatctttgecatetgetgg agcatctgcctggtgctgcacaccaatgat 321
RORa ttgtactgatgtcagcagatcgctcatggce gctggctcaaattctgaagtgaacaactce 277
AA-NAT tccetgecagtgagtttcgetgectcac tgtcccagagcgagecgatgatgaaggc 206
ASMT catgactgggcagacggaaa gttagttccaggtcacaagaaacagtt 300
UBC tgggatgcaaatcttcgtgaagaccctgac accaagtgcagagtggactctttctggatg 213
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6. Extraccion de ADN

Hemos realizado la extraccion de ADN de las muestras procedentes de los
tumores empleado la extraccion de ADN con el kit de QlAamp ADN mini Kits
(Qiagen).

El procedimiento es el siguiente:

* Los cortes recibidos del banco de tumores estaban incluidos en OCT. Recibiamos
aproximadamente entre 15y 20 cortes los cuales oscilaban entre 20-30 mg de tejido
de colon. Estos eran mezclados con 180 ml Buffer ATL.

* Posteriormente se afiadieron 20 ml de proteinasa K, se mezclaron por vortex, e
incubaron a 55° C hasta que el tejido estuvo completamente lisado. Se pueden dejar
desde dos horas hasta el dia siguiente, Se mezclaron con vortex ocasionalmente para
facilitar el proceso de disgregacion de la muestra. El resultado de la digestion suele
ser viscoso pero un aspecto demasiado gelatinoso puede taponar la columna, por lo
que en esos hubo que digerir de nuevo menos cantidad.

* Las muestras se trataron con Rnasa. Se anadieron 4ml de RNasa A (100 mg/mL), se
mezclaron en vortex e incubaron 2 minutos a temperatura ambiente.

* De nuevo vortex durante 15 s. Anadimos 200 ml de Buffer AL a la muestra,
mezclamos completamente por vortex e incubacion a 70° durante 10 min.

* Posteriormente afiadimos 200 ml de etanol absoluto (96 - 100%) a la muestray la
mezclamos completamente con el vortex. Es muy importante que el Buffer AL, y el
etanol fuesen mezclados hasta obtener una mezcla homogénea. Se puede formar un
precipitado blanco cuando se afiade el etanol. Este contiene el ADN de la
muestra. Por esto es fundamental que afadir todo el precipitado a la columna
QIAamp spin en el paso siguiente.

* Pipeteamos la mezcla del paso 5 dentro de la columna que se encuentra en un tubo
de recoleccion de 2 mL. Centrifugamos a 6000 x g (8000 rpm) 1 min. Descartamos
el liquido que pasa al tubo de recoleccion.

* (Colocamos la columna en otro tubo de recoleccion de 2 mL, Anadimos
500ml Buffer AW1, y centrifugamos 1 min a 6000 x g (8000 rpm) Vaciar el liquido
del tubo de recoleccion.

* (Colocamos la columna en otro tubo de recoleccion de 2 mL, afadimos 500 ml
de Buffer AW2, y centrifugamos 3 minutos a velocidad méaxima para secar la
membrana de la columna. Descartamos lo que pasé por la columna y el tubo de
recoleccion. Esta centrifugacion elimina todo el etanol residual. Es importante evitar
toda contaminacion con el etanol contenido en el Buffer AW2 (tanto este buffer
como el AW1 se preparan resuspendiendo con alcohol absoluto).

* Colocamos la columna QIAamp spin en un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 -
2 mL y pipeteamos 200 ml de Buffer AE o H20 mQ directamente a Ia
membrana. Incubamos a temperatura ambiente por 1 min, y luego centrifugamos 1
min a *6000 x g (8000 rmp) para eluir. Eluir con 100 ml (en vez de 200 ml) aumenta
la concentracion final de ADN en el eluido, pero también disminuye la cantidad de
DNA que se obtiene. Esta cantidad es mas que suficiente para nuestros propositos.
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¢ Determinar el rendimiento de ADN obtenido.

a. Diluir 20 ml de muestra de ADN en 980 ml de agua desionizada y
estéril (H20 mQ) (dilucion 1/50)

b. Medir absorbancia a 260 nm usando cubetas de 1 ml, que puedan usarse
a luz ultravioleta.

c. La concentracion de ADN a Ajso = 1.0 en una cubeta de 1 cm equivale a
50 mg de DNA por ml de agua. Para calcular la concentracion de la
muestra:

[ADN] =50 mg/ml x A x factor de dilucion (50)
[ADN total] = [ADN] x volumen eluido en ml
7.  Determinacion de las mutaciones del gen TP53
Se puede dividir en las siguientes etapas:
7.1 EXTRACCION ADN. (Como ya se ha descrito en el apartado anterior).

7.2 AMPLIFICACION ADN CON PRIMERS QUE FLANQUEAN LOS
EXONES EN REGIONES INTRONICAS.

A. Disefio de primers para amplificacion

El gen P53 o TP53 esta situado en el brazo corto del cromosoma 17
(17p13) y codifica una proteina de 43,7 kDa. Tiene un total de 26204
nucledtidos repartidos entre 11 regiones exonicas y 12 intrones que los
flanquean. El exén 1 (5001-5169) codifica la region UTRS5’ del mARN. El
intron que lo separa del siguiente exon es de gran tamaiio.
Los exones 2 y 3 son de muy pequeio tamafio. Hemos disefados primers
para amplificar estos exones mas el exon 4 de modo que obtuvimos un
fragmento propicio para ser secuenciado: Exén 2 (15924-16025), Exén 3
(16143-16164) y Exon 4 (16274-16552).
* Primer Sen p53(2-4): agctgtctcagacactggceatggigtigg

* Primer Ant p53(2-4): cactgacaggaagccaaagggtgaagagg
cctettcaccctttggettectgtecagtg (secuencia 5'-3' del genoma original).

Asimismo hemos agrupado los exones Exon 5 (17310-17493) y Ex6n 6
(17575-17687) para disefar primer de amplificacion.
e Primer Sen p53(5-6): gttgctttatctgttcactigtgecctgac
* Ant p53(5-6): tagggaggtcaatatagcagcaggagaaag
ctttctectgetgcettatttgaccteecta (secuencia 5'-3' del genoma original).
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En tercer lugar agrupamos la amplificacion de los exones 7, 8 y 9: Exon
7 (18256-18365), Exon 8 (18709-18845), Exon 9 (18938-19011), mediante
los primers:
* Sen p53(7-9): cagcctgggcgacagagcgagattccatc
* Ant p53(7-9): aaccaggagccattgtctttgaggcatcac
gtgatgcctcaaagacaatggcetectggtt (secuencia 5'-3' del genoma original).

Por ultimo amplificamos el Exon 10 (21831-21937) con la pareja de
primer:
* Sen p53(10): tacttgaagtgcagtttctactaaatgcatg
* Ant p53(10): aggaagactaaaaaaatgtctgtgcagggce
gccctgeacagacatttttttagtcttect (secuencia 5'-3' del genoma original).

El Ex6n 11 (22856-24144) incluye la UTR3', la cual es de gran tamafio.
Esta region no ha sido secuenciada.

En cada ex6n amplificamos un fragmento variable de los intrones que lo
flanquean. Los criterios empleados para la eleccion de los primers son los
considerados adecuados por la comunidad cientifica. Entre ellos la no
formacion de dimeros, ni estructuras secundarias, repeticiones de
nucledtidos, n® de nucleodtidos, alta T* de hibridacion, etc. Es por ello que en
cada caso se elige la region intronica que mejor cumple estos criterios y esta
cercana a los exones. Una vez propuestas las parejas de primers se evaluaron
con el programa primer 6 para comprobar que van a cumplir su funciéon con
la maxima eficiencia posible y son admisibles termodindmicamente: dimeros
repeticiones, horquillas, etc.

La proteina sintetizada tiene la siguiente secuencia.
meepgqsdpsvepplsqetfsdiwkllpennvisplpsqamddimispddieqwftedpgpdeaprmpe
aaprvapapaaptpaapapapswplsssvpsqktyqgsygfrigflhsgtaksvectyspalnkmfcqla
ktcpvglwvdstpppgtrvramaiykgsqhmtevvrrcphhercsdsdglappghlirvegnlrveyld
drntfrhsvvvpyeppevgsdcttihynymcnsscmggmnrrpiltiitledssgnligrnsfevhvcacp
grdrrteeenlrkkgephhelppgstkralsnntssspqpkkkpldgeyftlqirgrerfemfrelnealelk
daqagkepggsrahsshlkskkgqstsrhkkimfktegpdsd

B. Condiciones de PCR
Las PCRs se hicieron en un termociclador tipo 2720 Thermal de Applyed
Biosystems del siguiente modo:
* Se empleo el kit de amplificacion de Taqg PCR ADN Polymerase,
siguiendo las instrucciones del fabricante.
* Se anadieron 20 ng de ADN purificado.
¢ Se afiadieron 5 pl de primers quedando a una concentracion final de
0,1 pM, para un volumen final de 30 pl.
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e Las condiciones de la PCR fueron 45 ciclos con el siguiente
programa: 95° durante 30 segundos, seguidos de 30 segundos a 64° y
30 segundos a 72°.

Al producto final de la PCR se midi6 la concentracion de ADN en
espectrofotometro y se analizaron 5 pl en un gel de agarosa para comprobar
la correcta amplificacion y pureza del fragmento de PCR. Finalmente se
congeld a -20° hasta su procesamiento para la secuenciacion.

7.3 SECUENCIACION DE LOS EXONES

La secuenciacidon se realizd mediante el procedimiento de secuenciacion
ciclica con BigDyeTerminator v3.1 y electroforesis multicapilar automatico
(3130XL GeneticAnalyzer). Los datos se analizaron mediante el programa
Sequence scanner v 1.0 y7 o Chromas lite.

La reaccion de secuenciacion requiere un ADN muy puro. Previa a la
secuenciacion se purificaron los productos de pcr en minicolumnas de Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System, siguiendo los pasos indicados por el
fabricante:

Mezclar igual volumen de Membrane Binding Solution con el producto
PCR, introducir en la minicolumna e incubar 1 min. Centrifugar a 16000 x g 1
min, eliminar liquido eluido. Afadir 700 de membrane wash solution (
previamente reconstituido con etanol, seglin indicaciones). Centrifugar 16000 x
g 1 min y eliminar liquido eluido. Repetir lavado y centrifugacion. Vaciar de
nuevo el liquido eluido y centrifugar 1 min con la tapadera de la centrifuga
abierta para secar de alcohol residual la minicolumna. colocar la minicolumna en
un tubo de 1,5 ml y pipetear 50 pl de H20 libre de nucleasas. Incubar 1 min y
centrifugar otro min a 16000 x g. El eluido contiene el ADN purificado.
Tras esto preparamos la reaccion de secuenciacion. Se hicieron reacciones de
secuenciacion para la cadena sense y otra de la cadena antisense, empleando
para cada reaccidn su respectivo primer (los mismos empleados en la PCR).
Cada reaccion de secuenciacion incorporaba entre 30-60 ng de ADN gendmico,
6,4 picomoles de cebador para un volumen final de 20 pl.
Las reacciones se realizaron a 50 °C, con excepcion de las hechas para los
exones 7-9 que se realizaban a 60°C porque contiene algunas regiones con un
alto contenido de G-C.

7.4 INTERPRETACION DEL CROMATOGRAMA

Una vez obtenidos los cromatogramas, en cada uno se compararon la
muestra tumoral frente a su tejido "normal" (Figura 5). Los cromatogramas
proporcionan "picos" para cada nucledtido, en cada posicion. Se consideraron
mutaciones cuando habia un cambio de nucledtido. En muchos casos el
nucledtido presente es doble, es decir habia dos tipos de células en la muestra:
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unas mutadas y otras no. En estos casos se evalud un porcentaje de mutacion en
funcién de la altura de cada pico. Obsérvese un caso claro de doble poblacién
presente en el tejido tumoral pero no en el normal.

Otras las mutaciones encontradas fueron las delecciones, inserciones,
mutaciones sin sentido o stop, neutras y en algunos casos mutaciones regiones
intrénicas cercanas al exon que pudieran estar implicadas en un splicing erréoneo.
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Figura 5. Cromatograma obtenido mediante secuenciaciéon de muestra tumoral y normal.

8. Analisis estadistico

La comparacion de los niveles de mARN entre las muestras de mucosa normal y
tejido tumoral de paciente se hizo mediante el test de T de Student. Los resultados del
analisis de correlacion se han expresado por el cociente de correlacion de Pearson.
Valores de P menores de 0.05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

1.  Caracterizacion de las mutaciones en el gen TP53

Se ha secuenciado el ADN de las muestras tumoral y normal de 177 pacientes.
Hemos encontrado mutaciones en el gen TP53 en el 49.7% de los casos analizados
(88/177), todas ellas en la zona de unién al DNA (Figura 6A); de ellas el 79.1%
corresponde a mutaciones del tipo missense (Figura 6B). Ningun tumor presenté mas de
una mutacion missense. Tres tumores presentaron mutaciones intronicas y missense al
mismo tiempo. Estos tumores se categorizaron como mutaciones missense (Warren y
cols., 2013). Nueve tumores presentaron mutaciones intronicas, 12 nonsense, 2
silenciosas y 3 deleciones. Las mutaciones silenciosas e intronicas se han clasificado
como mutaciones ya que pueden alterar el splicing de la proteina o la estabilidad del
ARN (Soussi y cols., 2006).
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Figura 6. A, structure of the p53 DNA-binding domain. The ZB regions are cyan for L2, magenta for L3,
and orange for LSH; non-NZBs are gray; the zinc atom (Zn) is yellow. Image was rendered using
PyMOL 1.4.1 software and p53 crystal structure PDB ID: 1TSR. B, missense mutations in the DNA-
binding domain. Codons encompassing ZB mutations are denoted by colored horizontal bars spanning L2
(codons 163-195), L3 (codons 236-251), and LSH (codons 273-286); NZB mutations are denoted by
gray bars. Codon numbers are provided for hotspots.
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2.  Relacion del estatus del gen TPS3 con la expresion de los genes NAT, ASMT,
MT1, MT2 Y RORa

La expresion del mARN de los genes de sefializacion y sintesis de melatonina se
determind en las muestras tumorales y su correspondiente normal de 177 pacientes de
cancer colorrectal. En el caso de los genes de sintesis, es decir AA-NAT y ASMT, se
encontraron diferencias significativas en la expresion de AA-NAT entre muestra normal
y tumoral de los pacientes considerando el total de los casos analizados (TC), lo que
estd de acuerdo con otros resultados ya publicados (Ledén y cols., 2014). Cuando
categorizamos las muestras segin el estatus del gen TP53 (mutado o no mutado),
encontramos que aparecen diferencias en la expresion del mARN de AA-NAT entre
muestras normales y tumorales, pero unicamente en el caso de los tumores en los que
pS3 estd mutado (Figura 7A). La expresion de ASMT no cambia cuando comparamos
las muestras normales con las tumorales ni en el total de casos, ni cuando categorizamos
las muestras segun el estatus de p53 (Figura 7B).
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Figura 7. Cambio relativo de la expresion de los niveles del mARN de AA-NAT y ASMT en el total de
casos analizados (TC), en los tumores no mutados en p53 (WT) y en los tumores mutados (MT). Los
datos representan las media = DE de los casos. * P<0.001 vs NM.
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La expresion del mARN de MT1 y MT2 (Figura 8A y 8B) cambia cuando se
comparan las muestras tumorales con sus correspondientes muestras pareadas, en el
total de casos, mientras que la expresion del mARN de RORa, no cambia (Figura 8C).
Estos resultados estan de acuerdo con otros previamente publicados (Ledn y cols.,

2012). La expresion de MT1 no

depende de que p53 se encuentre o no mutado (Figura

A), mientras que la expresion de MT2 es menor en muestra tumoral frente a muestra

normal Gnicamente en el caso de

tumores mutados en el gen p53 (Figura 8B), igual que

ocurre con NAT. La expresion tumoral de RORa cambia con respecto a la expresion en

muestras normales cuando tenem

os en cuenta el estatus de p53 (Figura 8C).
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Figura 8. Cambio relativo de la expresion de los niveles del mARN de MT1, MT2 y ROR en el total de

casos analizados (TC), en los tumores
datos representan las media + DE de los

no mutados en p53 (WT) y en los tumores mutados (MT). Los
casos. * P<0.01 vs NM; ** P<0.001 vs NM.
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3.  Analisis de la expresion de NAT, ASMT, MT1, MT2 Y RORa en lineas
celulares establecidas de cancer de colon.

Hemos analizado la expresion de los genes de sintesis y sefializacion de
melatonina en lineas establecidas de cancer de colon con diferente estatus de del gen
TP53. Tal y como se describe en la seccion de Materiales y Métodos, se han utilizado
cuatro lineas celulares establecidas de cancer de colon: RKO y HCT-116, con el p53
salvaje, y HT-29 y DLD-1, con el p53 mutado. Como puede verse en la figura 9, existe
una gran diferencia de expresion de MT2 y AA-NAT entre las lineas RKO y HCT-116
y las lineas HT-29 y DLD-1. Aunque también se han encontrado algunas diferencias en
la expresion de MT1, no esta tan clara, en este caso, la separacion entre p53 mutado y
no mutado. No se ha determinado la expresion de ASMT y RORa.
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Figura 9. Expresion del mARN de MT1, MT2 y NAT en lineas celulares establecidas de
cancer colorrectal. Cada experimento representa la media + E.E.M de tres experimentos
realizados por duplicado. *P<0.001 vs RKO; #P<0.001 vs HCT-116.

34



DISCUSION

Aunque la relacion de la melatonina con el crecimiento y la extension del cancer
se conoce desde hace mas de 80 anos, no fue hasta 1977 cuando se establecieron las
bases cientificas de esa relacion. Desde entonces numerosos estudios han sugerido la
asociacion de bajos niveles de melatonina con la progresion de varios cénceres, entre
ellos el CCR (Mediavilla y cols., 2010; Jung y Ahmad, 2006).

En nuestro estudio hemos analizado la expresion del mARN de los genes de
sintesis de melatonina, AA-NAT y ASMT en muestras tumorales de pacientes con CCR
en comparacion con sus correspondientes normales. Nuestros resultados muestran un
descenso en la expresion de AA-NAT, enzima limitante en la sintesis de melatonina, en
las muestras tumorales con respecto a sus pareadas normales en el total de pacientes con
CCR, mientras que en el caso de ASMT no hemos encontrado diferencias. Hallazgos
similares se pueden encontrar en un estudio previo, aunque en este caso el numero de
muestras analizadas es menor (Ledn y cols, 2014). Esto esta en contradiccion con otro
estudio, en el que se encuentran niveles similares de melatonina en normales y
tumorales de pacientes con CCR, aunque en este caso el nimero de pacientes analizados
fue tinicamente de 19 (Vician y cols., 1999). Otros autores han encontrado un descenso
de la expresion de ambos enzimas, AA-NAT y ASMT, y de la secrecion de melatonina
en biopsias de pacientes con colangiocarcinoma (Han y cols., 2011).

En este estudio hemos analizado la expresion del mARN de los receptores de
membrana de melatonina, MT1 y MT2, y nuclear, RORq, entre muestras tumorales y
sus correspondientes normales. La expresion tanto de MT1 como de MT2 es menor en
muestras tumorales que en muestras normales, en el total de casos, mientras que la
expresion de RORa no varia. Estos resultados ya se han descrito en estudios previos
(Ledon y cols., 2012). En contraste con nuestros resultados, otros trabajos muestran
aumento de los niveles de MT1 en muestras de cancer de mama. Este trabajo muestra un
aumento de MT1 en muestras de carcinomas ductales invasivos, comparados con
muestras de enfermedad fibroquistica (Jablonska y cols., 2013). También se ha
demostrado un aumento de la expresion de MT2 en muestras de cancer géstrico en
comparacion con muestras procedentes de individuos sanos, aunque no se ha
encontrado ninguna relacion con la progresion del tumor (Nasrabadi y cols., 2014).

El andlisis de las mutaciones del gen TP53 ha puesto de manifiesto que existen
diferencias en la expresion de AA-NAT entre las muestras normal y tumoral, pero solo
en el caso de los tumores con mutaciones en p53. ASMT, al igual que en el total de
casos, no cambia cuando clasificamos la muestra segun p53. No hemos encontrado
estudios similares que comparen la expresion de los genes de sintesis2 de melatonina y
el estatus de p53. La expresion de MT1 no depende del estado mutado o no mutado de
p53, ya que en ambos tipos de muestras se observa un descenso de la expresion de este
receptor. No ocurre lo mismo en el caso de MT2, el cual disminuye su expresion en
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muestras tumorales con respecto a las normales pero Unicamente en el caso de tumores
mutados. Resulta llamativo el resultado obtenido con respecto a la expresion de RORa,
que aunque no cambia en muestras tumorales con respecto a las normales en el total de
casos analizados, desciende en los tumores mutados.

Hemos analizado la expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 en cuatro lineas
celulares de cancer colorrectal, dos de ellas con p53 salvaje (RKO y HCT-116) y dos
con p53 mutado (HT-29 y DLD-1). Las observaciones en lineas celulares concuerdan
con nuestros resultados en muestras de pacientes, existiendo una gran disminucion de la
expresion de AA-NAT y MT2 en las lineas que presentan mutacion en p53 con respecto
a las que no. No hemos encontrado diferencias tan grandes en el caso de MT1. No
hemos determinado la expresion de ASMT y RORa.

Segtin el modelo tradicional de carcinogénesis, el desarrollo del CCR se lleva a
cabo en multiples pasos, debido a la acumulacion de alteraciones genéticas discretas,
cada una de las cuales proporciona una ventaja selectiva en el crecimiento de las células
tumorales (Fearon y Volgelstein, 1990). Dado lo sugerido acerca de la accién de la
melatonina en el bloqueo del desarrollo y crecimiento tumoral y la implicacion de los
receptores de la melatonina en la actividad anticancerosa de esta indolamina, un
descenso en la sintesis y sefnalizacion de la misma puede representar una deficiencia en
los mecanismo protectores y por lo tanto una mayor susceptibilidad hacia desarrollo de
tumores (Jung y Ahmad, 2006). Las mutaciones en el gen p53 aparecen en mas del 50%
de los tumores de colon que se desarrollan. En el caso del CCR esporadico, las
mutaciones en este gen suelen aparecer como un paso previo al desarrollo de
adenocarcinomas (Worhley y cols., 2007).

En nuestro estudio demostramos una relacion entre estatus p53 y la expresion de
genes relacionados con sintesis y sefializaciéon de melatonina, pero no podemos saber
que evento ocurre antes. Segun Santoro y cols, la activacion de la reparacion del ADN
dependiente de p53 estd mediada por MT1 y MT2, y por lo tanto la ausencia de estos
receptores provoca una disfunciéon en la habilidad de la melatonina para reducir tanto la
proliferacion celular como el potencial clonogénico de las células tumorales (Santoro y
cols., 2013). De la misma manera que se ha descrito para otros genes relacionados con
el cancer, puede ocurrir que AA-NAT, MT2 y RORa sean genes diana de p53, pero
para poder demostrarlo, son necesarios otro tipo de experimentos como el conocido
CHIP assay. Otra posibilidad es la regulacion por p53 a través de miRNAs, ya que se ha
demostrado que estos ultimos son los efectores en el final de la cascada de senalizacion
de p53 (Liy cols., 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que miR-483 regula la sintesis
de melatonina controlando AA-NAT en la glandula pineal (Clokie y cols., 2012).

En conclusion, en este trabajo hemos demostrado que existe una relacion entre la
expresion de AA-NAT, MT2 y RORa y el estado mutado o no mutado del gen p53 en
nuestra cohorte de pacientes de CCR y en lineas establecidas de cancer colorrectal.
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ANEXO 1

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
ESCRITO. Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
NODO: Biobanco del Hospital Universitario San Cecilio

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
AL BIOBANCO PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

Este documento sirve para que usted otorgue su consentimiento para donar sus muestras
biologicas, o las del sujeto al que representa, al Biobanco indicado, establecimiento publico, sin
animo de lucro, dependiente de la Consejeria de Salud/del Servicio Andaluz de Salud, que
acoge colecciones de muestras bioldgicas concebidas con fines diagndsticos o de investigacion
biomédica y organizadas como una unidad técnica con criterios de calidad, orden y destino,
donde seran conservadas hasta que se agoten por su uso, salvo que usted solicitara su
eliminacién. Las muestras bioldgicas son un excelente elemento para la investigacion de
enfermedades. A través de dichas investigaciones se podran obtener datos que permitiran
mejorar el conocimiento sobre la aparicién, desarrollo y tratamiento de multitud de
enfermedades. Esta hoja de informacion puede contener palabras que usted no entienda. Por
favor, pidale al profesional sanitario que le explique la informaciéon que no comprenda. Toémese
el tiempo necesario para decidir si quiere o no donar su muestra bioldgica y consulte a personas
de su confianza si lo desea. Para consultas que desee plantear posteriormente, podra dirigirse al
Biobanco o a la direccion de correo electronico: ines.aroca.exts@juntadeandalucia.es /
benilde.ayala.exts@juntadeandalucia.es

Las muestras biologicas donadas y sus datos clinicos asociados se utilizardn de
conformidad con lo establecido en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica (en
adelante Ley de Investigacion biomédica).

Es posible que la informacion obtenida de las investigaciones en las que se utilicen sus
muestras no le genere un beneficio directo, pero habréa contribuido al avance de la medicina y
del conocimiento de diversas enfermedades, lo que supondra, sin duda, un beneficio para la
sociedad.

La donacién es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendra derecho alguno sobre
los resultados que pudieran derivarse de las investigaciones que se lleven a cabo con dichas
muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su decision de donar o no, no afectara
negativamente a su asistencia sanitaria.

En el apartado dedicado al consentimiento (2.3), podra decidir si quiere que sus
muestras se conserven de forma codificada (en cuyo caso se identifican con un codigo que
protege su identidad) o anonimizada (elimindndose de forma irreversible toda vinculacion con
su identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas solo se cederan a terceros que las
utilicen en investigacion biomédica de manera anonima o disociada. Si, por la naturaleza del
proyecto de investigacion en el que se utilizara su muestra se necesitaran datos clinicos
adicionales, el Biobanco coordinaria la obtencion de los mismos, siempre que la muestra no
hubiera sido anonimizada.

1. LO QUE USTED DEBE SABER:
1.1. Obtencion de las muestras

Las muestras seran obtenidas durante el procedimiento médico-quirtrgico al que va a
someterse o se ha sometido durante su proceso asistencial, o a través de un procedimiento
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expreso para obtenerla, segun lo indicado en el apartado sobre consentimiento (2.3). En el caso
de que usted done las muestras obtenidas durante un procedimiento médico-quirurgico
asistencial, no existe ningtin inconveniente adicional derivado de la donacion de las mismas. Si,
por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacion para investigacion
biomédica podrian existir inconvenientes vinculados con la obtencién de las mismas, de las que
serd convenientemente informado en la hoja de informacién del procedimiento correspondiente.

1.2. Utilizacion de las muestras

Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacion biomédica,
pudiendo establecer restricciones a su utilizacion.

Las muestras so6lo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion cientificamente
avalados, que cumplan las exigencias legales y los principios éticos que rigen la investigacion
en salud y que sean autorizados por los 6rganos competentes, de conformidad con lo establecido
en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podran hacer uso de las
muestras, siempre que no se hayan agotado o eliminado y no se encuentren anonimizadas.

1.3. Informacioén relacionada con las muestras

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacién sobre los proyectos de
investigacion en los que se utilicen las muestras donadas, si éstas no hubieran sido
anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco, en este momento puede no saberse el lugar de
realizaciéon de los analisis. El Biobanco mantiene un registro detallado del lugar de realizacion
de los analisis realizados.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que
debe transmitirles dicha informacion.

1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de
recabar datos o muestras adicionales, o proporcionarle la informacion relevante para su salud,
salvo que haya solicitado que las muestras sean anonimizadas.

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacion

La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras
no se encuentren anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley
Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, y su
normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomédica.

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado,
debidamente inscrito en la Agencia Espafola de Proteccién de Datos, cuya titularidad
corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Soélo los responsables del Biobanco podran
identificar a quién corresponde cada muestra o dato, si no estd anonimizada.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos
personales, reconocidos en la citada Ley Orgénica 15/19999, con las limitaciones establecidas
en dicha Ley. Para ello, deberd dirigirse a la Direccion General de Asistencia Sanitaria del
Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucion, num. 18, de Sevilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento
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Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podrd revocar o retirar, en
cualquier momento, el consentimiento prestado.

Para ello, deberd dirigirse al Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacién o la
anonimizacion de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones
llevadas a cabo con anterioridad.

1.7. Informacion relativa a analisis genéticos

Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se
podran realizar andlisis genéticos. Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a
conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del andlisis de las muestras donadas, asi
como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos andlisis, segin los términos en
que exprese su voluntad en el apartado 2.3.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave
perjuicio para su salud o la de sus familiares biologicos, se informard a un familiar o a un
representante. La comunicacion se limitara exclusivamente a los datos necesarios para evitar tal
perjuicio.

1.8. Otras consideraciones
Una vez informado/a de los aspectos relacionados anteriormente en este documento, si
decide donar dichas muestras debera firmar el consentimiento informado para la donacion.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
AL BIOBANCO. Biobanco del Sistema Sanitario Piblico de Andalucia. Nodo del Hospital
Universitario San Cecilio.

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo solo en caso de
incapacidad del/de la donante):

Apellidos y nombre del/de la Donante:
DNI/NIE: ... NUHSA: .
Apellidos y nombre del/de la representante legal:
DNI/NIE: ..o,

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O
CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la
donacion de muestras bioldgicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma

CONSENTIMIENTO:
Y0, DU/DRA. oo declaro bajo mi
responsabilidad que he leido y comprendido el Formulario de Informacién, del que se me ha
entregado un ejemplar.
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He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras bioldgicas
e al Biobanco y sobre la posible
realizacion de andlisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la
informacion recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas
que le he planteado.

Dichas muestras son:

- Excedentes del procedimiento médico-quirirgico asistencia al que va a someterse o se ha
SOMIGLIAO. ¢ .. ettt e e

- Tomadas mediante el procedimiento
S 48] (o F P PP RPPR

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

— Codificada (serdn identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible
volver a ligarlas conmigo) o

— Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma
irreversible la vinculacion entre las mismas y mi identidad). Deseo establecer restricciones
respecto  al uso de la  muestra, para que no sea  utilizada

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: — SI — NO
En caso afirmativo, por favor, indique el medio de

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita
que las muestras sean anonimizadas, no podra recibir esta informacion)

Marque lo que proceda: — SI — NO

S¢é que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (s6lo en caso de incapacidad del/de la
donante)

Fdo.: Fdo.:

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO PARA USO DE MUESTRAS DONADAS:

R D IV D ) V- Ievoco
el consentimiento informado otorgado en el
QOCUIMEGITO. ...t e e e e e e

Solicito:
— La eliminacion de las muestras donadas
— La anonimizacién de las mismas

Otras
o1 1T 16 1< 2 o3 1) 1 1< L
En.............. N T de........ de............
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EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (s6lo en caso de incapacidad del/de la
donante)

Fdo.: Fdo.:
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