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1. ADENOCARCINOMA COLORRECTAL

El carcinoma colorrectal (CCR) es el segundo tumor maligno mds comun
en los paises desarrollados, considerando ambos sexos. Se trata del tercer tumor
mds frecuente diagnosticado en varones, y el segundo en mujeres, con mds de 1,2
millones de casos nuevos al ano (Ferlay y cols., 2010). Ocupa el primer lugar como
causa de muerte por tumor. En varones es la segunda causa después del cdncer
de pulmén. En Espaia, la prevalencia es de 26.500 casos/ano y representa
aproximadamente el 15% de la incidencia de todos los tumores, con una
incidencia estimada de 22.000 nuevos casos (Castell Ay cols., 2009).

El cdncer de colon representa dos tercios de todos los cdnceres
colorrectales (el 97% de los tumores colorrectales son adenocarcinomas) (Levin y
cols., 2008). El riesgo de cdncer colorrectal aumenta con la edad, elevéndose al
0.87% en los individuos de cincuenta anos de edad y al 5,8% en personas de mds
de 80 anos. Y en todos los paises es mas comuin en los hombres que en las mujeres
(Ferlay y cols., 2010).

Pese a estas cifras, la deteccidn precoz y los tratamientos han mejorado

de manera apreciable en los Ultimos anos, incrementando la supervivencia de los
pacientes, especialmente la de los mds jévenes (Edwards y cols., 2011).

1.1. Factores de riesgo para el cancer colorrectal

El cdncer colorrectal es el resultado de una combinacion de factores
ambientales y genéticos. Las diferencias en la incidencia de cdncer colorrectal

entre paises, el incremento en el nUmero de casos de enfermedad en inmigrantes
de zonas de baja incidencia hacia ofras donde es mds alta, asi como su
asociacién con una dieta rica en carne roja y procesada, ingesta de alcohol,
tabaquismo, vida sedentaria y obesidad (sobre todo central) sugieren un impacto
de factores ambientales. El aumento de la incidencia en los familiares de
pacientes diagnosticados con esta enfermedad apunta a la participacion de
factores hereditarios (Weitz y cols., 2005). Tabla 1 (Colorrectal Cancer facts and
figures 2008-2010, American Cancer Society).
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Tabla 1. Factores de riesgo para el cancer colorrectal

Riesgo relativo

Factores que incrementan el riesgo

Antecedentes familiares:

= 1 Familiar de primer grado 2,2
- >] Familiar de primer grado 4
- Familiar diagnosticado antes de los 45 anos 3,9

Enfermedad Inflamatoria Intestinal:

- Enfermedad de Crohn (colon) 2,6
- Colitis ulcerosa (colon) 2.8
- Colifis ulcerosa (recto) 1.9

Ofros factores:

- Obesidad
Hombre colon 1.3
recto 1,1
Mujer colon 1,1
- Consumo de alcohol 1.1
- Consumo de carnes rojas 1.3
- Diabetes 1.3
- Consumo de carnes procesadas 1.2

Factores que disminuyen el riesgo

Consumo de leche (<70 y >250 gr/dia) 0.9
Calcio (incluido suplementos) 0.8
Actividad fisica (colon)
- Hombre 0.8
- Mujer 0.7

El riesgo relativo compara el riesgo de enfermedad entre las personas expuestas al factor de
riesgo y las personas no expuestas. Si el riesgo relativo es >1.0, el riesgo de padecer enfermedad es
mds alto en las personas expuestas que en las no expuestas. El riesgo relativo <1.0, refleja una
asociacion inversa entre factor de riesgo y enfermedad.

IMC: indice de Masa Corporal (peso/talla?)

* Extraido de Colorrectal Cancer facts and figures 2008-2010, American Cancer Society.
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1.1.1. Predisposicién genética

El campo de la genética del cdncer colorrectal experimentd una
revolucion en 1988 al descubrirse los cambios implicados en la progresién de un
pdlipo adenomatoso benigno hacia un carcinoma invasivo (Vogelstein y cols.,
1988). Desde entonces se ha producido una eclosion de datos sobre las vias
moleculares y genéticas que conducen al cdncer colorrectal. En el 15 % de los
carcinomas colorrectales existe una relacion familiar, y el 5% se asocia a cdncer
colorrectal hereditario (Fearnhead y cols., 2002).

Los genes supresores de los tumores, los genes reparadores de los errores
en la replicacién del ADN vy los protooncogenes contribuyen todos ellos a las
neoplasias de colon y recto, tanto en las variantes esporddicas como hereditarias.

En la mayor parte de los cdnceres colorrectales esporddicos y en los que
se desarrollan en pacientes con poliposis adenomatosa familiar (PAF), la alteracién
genética inicial parece ser la inactivacién del gen APC, localizado en el
cromosoma 5q21-22 (Fearnhead y cols., 2002).

Los tumores que se desarrollan en pacientes con sindrome de cdncer
colorrectal hereditario no polipdsico (CCHNP), y aproximadamente el 15% de los
cdnceres colorrectales esporddicos, estdn causados por la inactivacién de los
genes que codifican las enzimas encargadas de supervisar y corregir las
mutaciones que se producen durante la replicacién del ADN. Hasta el momento
actual se han clonado seis genes diferentes, denominados MSH2, MSH6, MLHT,
MLH3, PMS1 Y PMS2. Su inactivaciéon tiene como resultado la acumulacién de
mutaciones en secuencias repetitivas, que estdn distribuidas uniformemente en el
genoma y se conocen como microsatélites. Las variaciones de longitud en dichas
secuencias enfre el ADN normal y tumoral se conocen como ‘“inestabilidad de
microsatélites”. En la mayor parte de los pacientes con CCHNP, la inestabilidad de
microsatélites se origina como resultado de una mutacion germinal en los genes
MLH1 y MSH2, y mds raramente en los genes MSH6, MLH3, PMS1 y PMS2. En
pacientes con cdncer colorrectal esporddico, la inestabilidad de microsatélites es
el resultado de la inactivaciéon epigenética del gen MLH1, como consecuencia de
la hipermetilacién de secuencias pCG en el promotor. La inestabilidad de
microsatélites contribuiria en el proceso de carcinogénesis colorrectal, a fravés de
la acumulacion de mutaciones en oncogenes y genes supresores, como TGF-bRIl,
Bax, Smad4 y otros genes involucrados en las vias moleculares reguladoras de la
proliferaciéon y muerte celular (Lynch y De La Chapelle, 2003, Alvarez y cols., 2010).
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a) Cdncer de colon hereditario no polipdsico (CCHNP)

El CCHNP, también conocido como sindrome de Lynch, es la forma mds
comun de cdncer colorrectal hereditario. Es responsable del 2 al 3% de los
cdnceres colorrectales, provocando su aparicion en individuos jovenes
pertenecientes a varias generaciones de una misma familia. La enfermedad se
fransmite con cardcter autosdmico dominante, con una penetracién cercana al
80%. En estos pacientes, los tumores fienden a localizarse en el lado derecho del
colon, y fienen un nimero elevado de tumores sincronicos y metacrénicos. En
algunas familias el cdncer colorrectal es la Unica manifestacion de la enfermedad
(Lynch 1), mientras que en otras, ademds del cdncer colorrectal, existe una
predisposicidn para otros tipos de cdnceres, principalmente de endometrio, ovario,
estdbmago, intestino delgado, pdncreas, higado vy vias biliares, cerebro y uréter
(Lynch ll) (Vasen y cols. 2007).

b) Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

La PAF es un sindrome autosdmico dominante, caracterizado por la
aparicién de mds de cien pdlipos adenomatosos a lo largo del colon y recto. Las
personas afectadas tienen un riesgo de cdncer colorrectal que se aproxima al
100%, y este sindrome es responsable del 1% de los casos de cdncer colorrectal.

En las formas tipicas de la enfermedad, la edad promedio de aparicién
de cdncer colorrectal es 39 anos (rango 34-43 anos), y se debe considerar que el
7% lo desarrollard a los 21 afos de edad. El diagndstico precoz de los portadores
de la mutacion de APC ha mejorado el manejo, permitiendo intervenciones a
fiempo y aumentado la supervivencia (Nieuwenhuis y cols., 2011).

1.1.2. Factores ambientales

El colon es un érgano expuesto de forma constante a sustancias ingeridas
o producidas por su digestion, por lo que la dieta se ha involucrado en la
etiopatogenia del céncer colorrectal desde hace ya unas décadas. Por otfro lado,
la variacion existente en la incidencia de cdncer colorrectal entre diferentes
regiones geogrdficas, se debe probablemente a la diferente exposicion a
determinados factores de riesgo relacionados con el cédncer colorrectal.

Actualmente, los resultados de varios estudios epidemiolégicos son
insuficientes para demostrar el papel de la fibra en el cdncer colorrectal. Por otro
lado, sélo existe un estudio que muestre una asociacion de aumento de riesgo
(doble que en la poblacién de control) en individuos con una ingestién alta de
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grasa de origen animal. Hay mayor evidencia de la asociacién entre la ingestion
de carnes rojas y un aumento de la incidencia de cdncer colorrectal, de manera
gue se estima que un aumento diario de ingestion de 100 g de carnes rojas, va
unido a un 12-17% de incremento de riesgo de cdncer colorrectal (Aune y cols.,
2011).

A pesar de esto, se aceptan los siguientes factores de riesgo: alcohol,

consumo de carnes rojas, bajo consumo de vegetales y dcido fdlico (importante
para la metilacion normal del ADN), tabaco, vida sedentaria, obesidad (sobre
todo cenftral), diabetes y corta y mala calidad del sueno. Como factores
protectores se incluyen el consumo de pescado, la terapia hormonal sustitutiva, los
anticonceptivos orales, la ingesta de calcio (actUa como un agente quelante de
sales biliares, con influencia directa en la mucosa del colon), y la préctica de
ejercicio diario (Ferndndez y cols., 2001; Cho y cols., 2004; Larsson y Wolk, 2007;
Thompson y cols., 2010; Egeberg y cols., 2011).

1.1.3. Trastornos premalignos: Enfermedad inflamatoria intestinal

Los pacientes con colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Cronh (EC), fienen
un riego de cdncer colorrectal mds elevado que la poblacién en general. Un
metaandlisis de 2001 (Eaden y cols., 2001) determina que la prevalencia de CCR
en pacientes con colitis ulcerosa (CU) es del 3,7%. También en la enfermedad de
Crohn se detecta una prevalencia elevada para estos tumores, estimada
alrededor del 2-1,9%, que se alcanza el 2,5% si solo se contempla el cdncer de
colon (Jess y cols., 2005).

Sin embargo, la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) sélo contribuye en
el 1-2% de todos los casos de cdncer colorrectal—Existen controversias con
respecto a la influencia de la edad de inicio de la Ell en el riesgo de padecer
neoplasia (Castell Ay cols., 2009); sin embargo, el riesgo aumenta en pacientes
con afectacién difusa del colon, presencia de colangitis esclerosante, historia
familiar de cdncer colorrectal, pseudopdlipos postinflamacion y larga duracién de
la dolencia- Se estima que a partir de los 10 afos desde el diagndstico de la
enfermedad, el riesgo acumulado de cdncer colorrectal aumenta un 1% cada
ano (Rizzo y cols., 2011). Asi, el riesgo de cdncer colorrectal en pacientes con CU es
del 2% después de 10 anos, el 8% después de 20 anos, y del 18% después de 30
anos de enfermedad activa. La frecuencia total de cdncer en pacientes con
enfermedad de Crohn es de un 7% en 20 anos. No obstante, es de resenar que la
Ell fiene una fendencia a la bagja, lo que se explica, posiblemente, por el uso de 5-
aminosalicilico y el incremento de la vigilancia colonoscépica (Lakatos PL y cols.,
2008).
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1.2. Prevencion y deteccién temprana del cancer colorrectal

1.2.1. Prevencién primaria

La prevencion del cancer colorrectal mediante la inhibicién del desarrollo
de pdlipos adenomatosos es objeto de extensa investigacién clinica. La ingesta
de suplementos de calcio parece proporcionar un modesto beneficio en la
prevencién de los pdlipos adenomatosos, pero el hipotético efecto protector de
los suplementos de fibra, el incremento en el consumo de frutas y vegetales y el
uso de vitaminas antioxidantes no ha sido confiimado en estudios prospectivos
(Rinella y cols., 2012).

Varios estudios epidemiolégicos han establecido una relacién entre la
ingesta de aspirina y un menor riesgo de cdncer colorrectal (Zhou y cols., 2011).
Ademds, estudios prospectivos han demostrado que los inhibidores selectivos y no
selectivos de la ciclooxigenesa reducen el nUmero y tamafo de los adenomas en
pacientes con poliposis adenomatosa familiar (Cole y cols., 2009). Por ofro lado,
existen ofros estudios que demuestran que el uso de aspirina reduce el riesgo de
pdlipos adenomatosos en pacientes operados de cdncer colorrectal y en
pacientes con historia  previa de adenomas colorrectales extirpados
endoscopicamente (Ali y cols., 2011). Sin embargo, no todos los pdlipos
adenomatosos se tfransforman en cdncer colorrectal, por lo que la evidencia
actual no apoya su uso como forma de prevencidn primaria ni como sustituto de
los programas de deteccidn precoz de carcinoma colorrectal (Burn'y cols., 2011).

1.2.2. Programas de despistaje

Existe evidencia concluyente de que el diagnéstico y tratamiento
precoces de pdlipos adenomatosos y de los cdnceres asintfomdticos mediante
programas de despistaje en la poblacidon general disminuyen la mortalidad por
cdncer colorrectal.

Las sociedades médicas y las autoridades sanitarias han establecido
recomendaciones para el despistaje del cdncer colorrectal que se adaptan a las
necesidades de cada pais. La mayoria de ellas estadifica a los pacientes en
grupos de riesgo, para los que se recomiendan programas de despistaje diferentes.
Los pacientes con sinftomas o signos sugerentes de cdncer colorrectal deben ser
evaluados de forma convencional y, por lo tanto, no son candidatos a estos
programas.
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El primer paso debe ser la clasificacion del riesgo de cada individuo
basdndose en su historia clinica, antecedentes personales y familiares (Robert y
cols., 2010).

Las nuevas tecnologias, como la colonoscopia virtual o la deteccidon de
mutaciones especificas de cdncer colorrectal en el ADN obtenido en las heces de
los pacientes, han proporcionado resulfados alentadores en el despistaje del
cdncer colorrectal. Sin embargo, su efectividad en la relacién costo-beneficio estd
por demostrarse (Goncalves y cols., 2011).

En cuanto al cribado del cdncer colorrectal en Espana, las Ultimas
reuniones de expertos, recomiendan una estrategia poblacional basada en el test
de sangre oculta en heces (TSOH) con periodicidad bienal a una poblacién diana
de 50-69 anos. Se propone ademds, analizar la posibilidad de utilizar el test de
sangre oculta en heces inmunoldgico (TSOH-I), ya que se obtiene una tasa de
pruebas positivas mayor, y ampliar la poblacion diana hasta los 74 anos (Castell y
cols., 2009).

1.3. Signos y sintomas del cancer colorrectal

Los signos y sinftomas del cdncer colorrectal son variables e inespecificos y
estdn determinados por la localizacidon y tamano de la lesidn. Se caracteriza por
una fase de crecimiento asintomdtico cuya forma de presentacion clinica
depende de la localizacién y de la evolucion. Los tumores de colon derecho se
relacionan con una historia de hemorragia crénica y oculta (anemia, melenas),
debida a la ulceracién del tumor junto con una pérdida de peso y astenia. Los
tumores de colon izquierdo se relacionan mds con fendmenos de disminucion del
calibre de la luz intestinal que provocan cambios en el hdbito defecatorio
(estrenimiento), junto con dolor abdominal y rectorragias (Towsend y cols., 2009)).

Esta sinfomatologia clinica puede tener una historia de unos seis meses de
promedio y obliga, entre el 25-30% de los casos, a acudir a urgencias por presentar
formas avanzadas de la enfermedad: obstruccién o perforacién.

A pesar de todos los sinfomas, en un 20-25% de los casos, existe
enfermedad diseminada en el momento del diagndstico (Parrilla y cols., 2009).
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1.4. Diagnéstico y valoracion

El diagndstico del tumor nos debe permitir conocer, en primer lugar, la
localizacion del mismo vy la presencia de ofras lesiones sincrénicas de colon, v si
existe metdstasis o invasion de érganos vecinos.

El sintoma principal es el sangrado digestivo, por lo que la determinacion
de sangre oculta en heces deberia ser la “piedra angular” para el cribado inicial,
junto con una andlitica en sangre para el estudio de la anemia. No obstante, la
técnica de eleccion para el diagndstico de cdncer colorrectal es la colonoscopia,
con una sensibilidad del 90-95% para detectar tumores (Parrilla y cols., 2009).

El enema opaco y el de bario con doble contraste implican radiacién, son
baratos y con menos complicaciones que la colonoscopia, pero no permiten
localizar lesiones de pequeno tamano ni la foma de biopsias.

La TC (Tomografia Axial Computerizada) y RM (Resonancia Magnética),
son nuevos métodos para evaluar el colon, aunque el primero implica radiacién;
ambos precisan de preparacion intestinal, y han demostrado ser una alternativa
para detectar lesiones superiores a 5 mm, permitiendo al mismo tiempo la
evaluacion simultdnea de érganos infraalbdominales (Parrilla y cols., 2009).

La determinacién preoperatoria de los marcadores tumorales (antigeno
carcinoembrionario, CEA y el antigeno carbohidratado, CA 19-9) es obligatoria; no
sélo como factor prondstico preoperatorio, sino también como método de
diagnéstico precoz de recurrencia (Parrilla y cols., 2009).

Las metdstasis hepdticas se deben buscar de forma sistemdtica. Su

frecuencia varia entre un 15-20%, pero un 29% de los pacientes las desarrollan en
los dos afos que siguen a la exéresis quirlrgica. La ecografia es la prueba
diagndstica de eleccion (Parrilla y cols., 2009).

1.5. Estadificacion y Prondstico del cancer colorrectal

La posibilidad de que el paciente se cure a fravés de una operacion
destinada a extirpar un cdncer de colon y recto depende de varios factores, entre
ellos los aspectos técnicos de la cirugia, por ejemplo, la extirpacion completa de
todo el tumor, determinadas propiedades bioldgicas del cdncer que no se
comprenden bien y el estadio de la enfermedad.
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La clasificacién TNM puede basarse en la evaluacién clinica y radioldgica
obtenida antes del tratamiento (cTNM), o en el andlisis anatomopatoldgico
posquirirgico (PTNM), (Tabla 2) (Parrilla y cols., 2009), y contempla también las
modificaciones infroducidas por el fratamiento coadyuvante preoperatorio
(YTNM).

Otras variables clinicopatoldgicas indicadoras de prondstico desfavorable
son el tamano vy la configuracion del tumor, la invasion de érganos vecinos, la
oclusiéon cdlica, la perforacion tumoral, la invasidén de vasos sanguineos vy linfdticos,
la invasion perineural, la morfologia del borde invasor, la fibrosis del estroma
tumoral, la respuesta inmunoldgica al tumor, la aneuploidia y las alteraciones
moleculares. Hasta el 10% de los cdnceres colorrectales invade érganos o
estructuras vecinas. El riesgo relativo de morir por cdncer colorrectal es 2,6 veces
mds alto en pacientes con invasién de érganos o estructuras adyacentes.

Dentro de cada grado de extensidon tumoral, existe una considerable
variacién en el comportamiento bioldgico, que no puede explicarse Unicamente
por las caracteristicas histopatolégicas. La identificacidon de las alteraciones
moleculares en el cdncer colorrectal ha despertado el interés de identificar
marcadores bioldgicos que permiten predecir el prondstico.

El Unico marcador bioquimico con valor prondstico es el nivel
preoperatorio del antigeno carcinoembrionario (CEA). Las concentraciones séricas
preoperatorias superiores a 5 ng/mL se asocian con mayor riesgo de recidiva
tumoral tras la cirugia, tanto en pacientes con enfermedad primaria como en
pacientes con enfermedad metastdsica. El valor prondstico de ofros marcadores
séricos, como el CA 19-9, no se ha establecido con claridad (Parrilla y cols., 2009).
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Tabla 2. Clasificacion de cdncer colorrectal de la UIC

Categoria T (fumor primario)

Tx: no se puede valorar el tumor primario

TO: no hay evidencia de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ intraepitelial o invasiéon de la [dmina propia

T1: tumor que invade la submucosa

T2: tumor que invade la capa muscular

T3: tumor que invade la subserosa o tejidos pericolicos

T4: tumor que invade directamente otros érganos o estructuras o perfora el peritoneo
visceral

Categoria N (ganglios linfaticos)

Nx: no se pueden valorar los ganglios regionales
NO: sin metdstasis ganglionares regionales

N1: metdstasis en 1-3 ganglios regionales

N2: metdstasis en 4 o mds ganglios regionales

Categoria M (metdstasis)

Mx: no se puede valorar la presencia de metdstasis a distancia
MO: no se detectan metdstasis a distancia
M1: metdstasis a distancia

Agrupacion por estadios

Estadio

O: Tis NO MO

1: T1-2 NO MO

11A: T3 NO MO

1IB: T4 NO MO

A: T1-2 N1 MO

1IB: T3-4 N1 MO

IC: cualquier T N2 MO

IV: cualquier T- N M1

Extraido de Parrilla Paricio P, Landa Garcia JL. En: Cancer Colrrectal: Aspectos generales 'y
lesiones precancerosas. Cirugia AEC 2° Ed: 500-518. 2009.

Implicacion de la endotelina-1 en el mecanismo de inhibicion del crecimiento de cdncer de colon por la melatonina
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1.6. Tratamiento del cancer colorrectal

El tratamiento principal para el cdncer de colon es la reseccidon
anatémica, aunque es importante tener en cuenta la terapéutica adyuvante.

1.6.1. Tratamiento quirdrgico

La extension de la reseccién viene determinada por la ubicacion del
cdncer de colon primario, asi como por la presencia o ausencia de invasidén hacia
estructuras adyacentes y por las metdstasis a distancia. Cuando no hay evidencia
de invasion coldnica hacia los érganos vecinos ni de metdstasis, el tratamiento
principal es la reseccidén del segmento coldnico. Los principios en los que se basa

esta reseccién segmentaria incluyen la ligadura de los principales pediculos
vasculares, la diseccidn de ganglios linfaticos mesentéricos y el logro de mdrgenes
libres de tumor. Cuando el cdncer de colon es localmente invasivo, es necesaria la
reseccién de los érganos contiguos en aproximadamente un 10% de los casos.

En los pacientes con enfermedad local avanzada, la iradiacién
prequirdrgica con 4500 cGy puede ser beneficiosa para aumentar la resecabilidad
y obtener mdrgenes libres, sobre todo en pacientes con afectacién pelviana
(AEC).

Ofra opcidn que se puede encontrar durante la colectomia para la
neoplasia de colon son las metdstasis hepdticas. Si es aislada, se puede extirpar
mediante una reseccidn en cuia con un margen. Si el nimero, las localizaciones y
el tamano de las masas hepdticas determinan una hepatectomia formal,
generalmente se realiza con un intervalo de 6 a 12 semanas respecto a la
intervencién de colon (Wu y cols., 2011).

El manejo del cdéncer rectal se ha basado en la suposicién de que el
objetivo ideal del tratamiento para cualquier paciente con enfermedad
neopldsica fuese la erradicacion de la condicién maligna, con la conservacion del
mayor grado de funcion anatdmica vy fisioldgica posible. El tratamiento de esta
enfidad requiere un enfoque multidisciplinar, en el que participen cirujanos,
digestélogos, oncdlogos clinicos y radioterapeutas, radidlogos y enfermeras
estomoterapeutas.

1.6.2. Criterios para decidir la utilizacién del tratamiento neoadyuvante
La quimioterapia en cdncer de colon tiene como objetivo mejorar los

resultados del tratamiento quirdrgico y aumentar las posibilidades de curacién,
debiendo comenzar a las 4 semanas tras la cirugia.
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En los estadios 0 y I, el seguimiento sin quimioterapia es el tratamiento
estandar. En el estadio Il no existe un patrdn de tratamiento, y se plantean dos
alternativas: seguimiento sin  quimioterapia o quimioterapia adyuvante. Los
resultados de los ensayos clinicos con adyuvancia no son coincidentes, ya que
mientras en algunos se aprecia un beneficio respecto a la supervivencia global, en
otro no, estimdndose recientemente una mejoria del 3,6%, en términos de
supervivencia a 5 anos.

De todas formas, existe un consenso para valorar su indicaciéon en los casos
en que exista como minimo uno de los siguientes factores de mal prondstico: tumor
T4, oclusién o perforacién tumoral, nUmero de ganglios extirpados o analizados
inferior a doce, valores preoperatorios elevados de CEA e invasion linfatica, venosa
o perineural. Las pautas de fratamiento son las mismas que en el estadio |l
(deberdn prolongarse durante 6 meses).

En el estadio Il se ha demostrado que la guimioterapia mejora la
supervivencia, y existen tres opciones terapéuticas: combinaciones con
oxdliplatino, fluoropirimidinas orales e infusion de 5 FU con levamisol.

Con respecto al cdncer de recto, actualmente se considera que los
factores predictivos de recidiva local, y por lo tanto de la supervivencia, son la
presencia de metdstasis ganglionares y la profundidad de invasion en la pared
rectal y en el mesorrecto.

La radioterapia se puede empelar en el preoperatorio o en el
postoperatorio, aunque desde un punto de vista prdctico, tres metandilisis y un
estudio prospectivo aleatorio han demostrado que el tratamiento neoadyuvante
es superior al tratamiento adyuvante en todos los aspectos y ademds produce
menos efectos adversos. No se debe emplear en los tumores en estadio | (T1-T2,
NO), ya que las tasas de recidiva al operarlos de forma adecuada son tan bajas
que los efectos beneficiosos de la misma no contrapesan los adversos. Se aplica en
los tumores de estadios Il (T3-T4, NO) y lll (T1-T4, N+). Sin embargo, los fumores T3NO
deben considerarse de forma separada, mediante la evaluacion de la
profundidad de invasidon en el mesorrecto y la proximidad al “margen de reseccién
circunferencial”. Por ofra parte, a diferencia de lo que se ha probado en el cdncer
de colon, no hay evidencia alguna de que la adyuvancia con quimioterapia sirva
de algo. No obstante, se usa de forma habitual por los oncdlogos clinicos para
disminuir el riesgo de metdstasis (AEC).
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2.ENDOTELINA

Las endotelinas (ET) son una familia de péptidos integrada por endoteling 1
(ET-1), endotelina 2 (ET- 2), y endotelina 3 (ET-3) (Bagnato A, Rosand 2008).

La ET-1 se sintetiza predominantemente por células del endotelio, aunque
también por células de musculo liso vascular (Lerman y cols.,, 1991), células
epiteliales, mesangiales, células de la glia y hepdticas (Emori y cols., 1991). La ET-2
es producida principalmente en el rindn y en el intestino por células ain no
identificadas, asimismo, es producida por la placenta, Utero y miocardio. La ET-3 se
produce en cerebro, vias digestivas y en menor proporcién en pulmones y rindn
(Nelson y cols., 2003).

Las endotelinas, ademds de actuar como vasoconstrictores enddgenos,
son mediadores en determinados trastornos cardiovasculares y renales, partficipan
en la formacién de nuevos vasos (angiogénesis), en la modulacién del sistema
inmune, la osteogénesis, en la regulacién de la sensibilidad nociceptiva vy, por
Ultimo, en fendmenos de apoptosis y en procesos de diseminacion metastdsica
(Nelson y cols., 2003). EIl mecanismo de accidén de las ETs estd mediado por el
sistema de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), concretamente a dos
subtipos de receptores, el ETRay ETRs (Baltazares y cols., 2005).

2.1. Sintesis de endotelinas

Las tres isoformas de endotelina (ET-1, ET-2, ET-3) estdn constituidas por 21
aminodcidos con cuatro residuos de cisteina, estableciéndose dos puentes
inframoleculares de disulfuro, y formando una estructura semicdnica inusual
(Figura 1) (Baltazares y cols., 2005). Los puentes de disulfuro y el dominio carboxi
terminal son cruciales, tanto para la unién de las endotelinas con su receptor
especifico como para conservar su actividad biolégica (Inoue y cols., 1989). Todas
tienen una estructura peptidica similar, ya que tan solo la ET-3 se diferencia de las
otras dos isoformas en el aminodcido en posicidn é de la cadena peptidica
(Bagnato A, Rosand 2008).

Cada uno de los péptidos (ET-1, ET-2, ET-3) es codificado por un gen
independiente en un cromosoma defterminado, en concreto, 6, 1 y 20,
respectivamente (Inoue y cols., 1989).

Las tres endotelinas son sintetizadas como prehormonas vy, posteriormente,
procesadas a péptidos activos. La via metabdlica para la activacion bioldégica es
similar para las tres ETs. El proceso de biosintesis de la ET-1 es el mds caracterizado;
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este proceso se desarrolla en el citosol de las células endoteliales. EI ARNm de la
ET-1 humana codifica a la preproendotelina, de 212 aminodcidos que, a través de
la accidon proteolitica de una endopeptidasa, la transforma en Big-endotelina de
39 aminodcidos (Big-ET-1). Este fragmento sufre posteriormente la accién de la
enzima convertidora de endotelina (ECE-1), que es una metaloendoproteasa que
rompe la unidn en la posicidbn Trp21-Val22 transformdndola en ET-1 de 21
aminodcidos que es el péptido activo. La vida media de la ET-1 en circulacion es
de 1 minuto (Levin, 1995; Galie y cols., 2004) (Figura 2) (Baltazares y cols., 2005).

AN AT Endotelina-1
|/Asp1 _ { Humanos, Perros, Cerdos, Ratones y Bovinos )

y
LkJ‘}'cslu Cys (val Tyﬁ%;sj H.S\Leﬁspﬂlle:r:n?/‘j@rp c

Lew) 1
}E% \,_}\?_‘ELI\E?S N Endotelina-2
(Asp _/ { Humanaos, Cerdos y Ratones )
o)
)'S
Ve 471 -
M@ N
Ly
Q @hr CLS\/ N Endotelina-3
I\af-SDI \ ({ Humanos, Cerdos, Ratas y Conejos )

I Lys
f)@y; () o) ) ) e ep) ) 1))

Figura 1. Estructura y homologia de las endotelinas, cadenas peptidicas
de 21 aminodcidos ET-1, ET-2 y ET-3.
* Extraido de Baltazares Lipp M, Rodriguez Crespo H, Ortega Martinez J, Sotres-Vega A, Baltazares Lipp MA.
Sistema Endotelina. Rev Inst Nal Enf Resp Mex. 2005; 18 (4): 308-320.

La hipoxia y la isquemia son importantes estimulos fisioldgicos para la
produccién de ET-1 (Fukunaga y cols., 1991). También es estimulada por una
variedad de sustancias que incluyen catecolaminas y proteinas semejantes como
trombina, angiotensina, lipoproteinas de alta y baja densidad, TGFB, citoquinas e
iones de calcio. Varias sustancias vasoactivas como el éxido nitrico (NO), e
péptido natriurético, las prostaglandinas PGI2 y PGE2, inhiben la produccion vy
secrecion de ET-1 (Morawietz y col., 2000; Nelson y cols., 2003). La endotelina, a su
vez, estimula la secrecion de NO, péptido natriurético, aldosterona vy
prostaglandinas. A través de estas interacciones, las ET participan dindmicamente
en el control hormonal, en el balance de liquidos y electrolitos y en el tono vascular
(Pérez del Villar y cols., 2005).
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2.2. Regulacion de la sintesis de ET-1

Como veremos mds adelante, la ET-1 es un péptido que juega un
importante papel en la correcta funcién de diferentes érganos (cardiovascular,
renal, seo, pulmonar, etc). Es por esto que la produccién de la misma debe estar
perfectamente regulada con el fin de preservar sus funciones biolégicas. El
principal mecanismo de control de la biodisponibilidad de la endotelina, es la tasa
de transcripcién del gen de la ET-1 (edn1). Existen estudios en una amplia variedad
de células donde se han identificado factores de transcripcidn que regulan la
expresion del gen. También se han identificado otros mecanismos, como la
regulacién epigenética y de la estabilidad del ARNm (Stow y cols., 2011).
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Figura 2. Célula endotelial: Sintesis de la endotelina-1. Factores de estimulacién
e inhibicién
* Extraido de Baltazares Lipp M, Rodriguez Crespo H, Ortega Martinez J, Sotres-Vega A,
Baltazares Lipp MA. Sistema Endotelina. Rev Inst Nal Enf Resp Mex. 2005; 18 (4): 308-320.

2.2.1. Factores reguladores del promotor de edn1

El gen edn1 contiene 5 exones y abarca aproximadamente 6,8 kb de DNA
gendmico. Existen dos sitios de inicio de la transcripcidn, uno primario y otro
localizado 65 pb antes del primero. El comienzo de la transcripcion en este sitio
alternativo tiene lugar de forma especifica de tejido y parece ser importante para
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la expresion de end1 en cerebro y corazédn. El promotor del gen contiene tanto
elementos que actian en cis como otros inducibles y especificos de determinados
tipos celulares. El centro del promotor se encuentra 150 pb antes del sitio primario
de la ftfranscripcién y contiene secuencias TATA y CAAT localizados en las
posiciones -31 y -98 bp. También incluye sitios de unién para los factores de
transcripciéon Vezfl, FOXO, AP-1, HIF1 y GATA2. El promotor distal incluye como
factores reguladores a NF-kp, SMAD, HRE1, HRE2 y c-Myc ((Stow y cols., 2011).

El sitio de unidn del factor de transcripcién Vezfl, se localiza en posicidén -55

del promotor del gen de ednl (Xiong y cols., 1999). Este sitio de union es el
responsable de la expresién de la célula en el endotelio vascular. La sefalizacion
celular comienza a partir de una GTPasa: pé8RacGAP, que interacciona con el
Vezfl, y la coexpresidbn de ambas en el endotelio vascular inhibe al Vezfl del sitio
del ednl de manera dosis dependiente (Aitsebaomo y cols., 2004). Mds
recientemente se ha demostrado que el aumento de los niveles de insulina a nivel
extracelular, aumenta la expresién del edn1 en las células endoteliales (Yang vy Li.,
2008), a través de la activacién de la PIK3 (fosfatidilinositol 3 kinasa), que inhibe a la
glucégeno sintasa 3B que inhibe la expresion del Vezfl. Por tanto, la glucdgeno
sintasa 3B y el p68RAcGAP son parte de una misma via de sefalizacién, que tienen
como diana a la insulina, que activa al ednl. Asi, estudiar los componentes de la
via de sefnalizacién insulina-Vezfl, puede proporcionar terapias Utiles para la
modulacién de acciones adversas de la ET-1 en el sistema vascular de los
pacientes con hiperinsulinismo y resistencia a la insulina (Stow y cols., 2011).

Por otro lado, un reciente estudio ha demostrado que el sitio de unidn del
factor de transcripcidn FOXOI1, se localiza en posicidon -60 del promotor del edn]
(Reiter y cols., 2010). Mediante ensayo de inmunoprecipitacién con cromatina
(ChIP), se demostrd que los polifenoles del té verde, disminuyen los niveles de
ARNmM del edn1, a través de una via Akt- dependiente de fosforilacion a través del
fosfatidilinositol 3 quinasa, que estimula produccidn de NO, y ademds conlleva a la
inactivacién de FOXO1. Asi, la disminucién en la expresidon de las células vasculares
del ednl puede explicar algunos de los beneficios de los polifenoles en la dieta
(Reiter y cols., 2010).

Otro factor de transcripcidén, cuyo sitio de unidén se localiza en posiciéon 108
del promotor del ednl, es el AP-1, con dos subunidades, denominadas Fos y Jun
(Lee y cols., 1991). El AP-1 es un factor que interviene en respuestas relacionadas
con factores de crecimiento, citoquinas proinflamatorias y otras vias de
proliferacion. Los ésteres de forfol, estimulan al AP-1 a través de la proteinquinasa C
(PKC), y esto conlleva una activacién de la transcripcion del edn-1 (Kitazumi y
Tasaka, 1993). Esta via de sefdlizacion también es utilizada por otros estimulos
como son la trombina, la angiotensina Il y la lipoproteina de alta densidad. Sin
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embargo, la activacion de la PKC no siempre es necesaria para activar el edn-1.
Asi, la insulina y la trombina activan al ednl mediante un mecanismo
independiente de la PKC (Marsen y cols., 1995). Una de estas vias alternativas es la
de la leptina-dependiente del AP-1, a fravés de las proteinquinasas JNK y ERK1/2
(Chao y cols., 2007). Por ofro lado, el AP-1 interacciona con otros factores de
transcripciéon cuando el gen ednl estd activado. Por ejemplo, AP-1 y proteinas
Smad inducen la transcripcién del edn1 en células endoteliales tratadas con factor
de crecimiento fransformante B (TGFB) (Rodriguez-Pascual y cols., 2003).

Por ofro lado, existe en el edn1, un sitio de unién especialmente sensible a
la hipoxia, concretamente el HIF1, Factor Inducible por Hipoxia 1, en posicion -118
del promotor del ednl. De manera que mutaciones en este sitio de unidn, produce
una interrupcién de la respuesta celular a la hipoxia (Yamashita y cols., 2001). A su
vez, esta via de sefdlizacidon hipoxia-dependiente se ejerce a fravés de la

tirosinquinasa PI3K (Zhang y cols., 2009). Ademds, esta mecanismo se ha estudiado
en diferentes tipos celulares, no sdlo en células endoteliales (Xiong y cols., 1999),
como en células de la médula renal (Miller y Kohan, 1998), células de los islotes
pancredticos (Kugelmeier y cols., 2008), cardiomiocitos (Takanashi y cols., 2004) y
células de la glia (Zhang y cols., 2006). También, se ha implicado en patologia de
restriccién del crecimiento fetal (Thaete y cols., 2007), en el infarto de micoardio
(Cernacek y cols., 2003) y en la apnea del sueno (Belaidi y cols., 2009). Por ofra
parte, existe evidencia que demuestra que el factor de transcripcion HIFT puede
regular al ednl, por vias de sefdlizacion independientes de la hipoxia, asi, a fravés
de factor de crecimiento placentario, y mediante la activacion del PIK3 y de la
NADPH oxidasa, se activa al HIF-1, que promueva la transcripcidn del edn1 (Patel y
cols., 2008). Por Ultimo, se ha demostrado que el etanol, activa al HIF1 de forma
independiente a la via de la PIK3, y estimularia la transcripcién del edn1 (Yeligar y
cols., 2009).

En posicidn -135 del promotor del gen, se localiza el sitio de unién al factor
de transcripcion GATA, concretamente GATA 2, 1, 3y 4, que se expresan en células
hematopoyéticas, cerebrales, medulares y del oido interno (Viger y cols., 2008). Asi,
existe evidencia que este factor regula la transcripcién del edn1. Concretamente,
la activacion de GATA 2 y AP1, produce una activacion sinérgica del promotor del
gen (Kawana y cols., 1995). Mds recientemente, Glenn y cols., han demostrado la
relacién entre el péptido atrial natriurético, que inhibe el crecimiento de
fibroblastos cardiacos mediante un mecanismo GATA 4 dependiente (Glenn y
cols., 2009). Por otro lado, existen vias de senalizacion a fravés de la activacion de
la proteina RhoA y p38 MAPK, que producen la fosforilacion y la activacion del
GATA 4, a través de una sefal hipertrofica extracelular (Charron y cols., 2001).
Existen también factores inhibidores como la heparina, que bloquea al GATA- 2 y
AP-1 (Dorfman y cols., 1992), y los retinoides que disminuyen la expresion del edn-1
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(Yokota y cols., 2001). Asi, altos niveles de d&cido retinoico disminuyen la expresion
de ednl vy, esto se relaciona con malformaciones embrionarias craneofaciales
(Vieux-Rochas y cols.,, 2007). La suplementacion dietética con dcido fdlico
restablece los niveles de ARNm del ednl y disminuye el desarrollo de
malformaciones craneofaciales en ratones (Zhang y cols., 2006).

Por Ultimo, las proteinas Smad, cuyo sitio de unidn en el promotor del edn1
se encuentra en posicién -191, (Rodriguez-Pascual y cols., 2003), gracias al estimulo
del TGFB y mediado por la proteina ALKS5, son un potente estimulo de transcripcién
del edn1 (Castanares y cols., 2007).

Existen otros factores reguladores cuyo sitio de unidén se encuentra en la
region 5' del gen end1l humano. Asi, la aldosterona estimula la expresién de edn]
en células musculares lisas vasculares (Wolf y cols., 2006), cardiomiocitos (Doi vy
cols., 2008) y células epiteliales renales (Gumz y cols., 2003). También, los
mineralocorticoides y glucocorticoides, activan a este gen por un mecanismo
dependiente de aldostorena y a través de la interaccidén con proteinas SRC-1 y

p300. La interrupcion de este mecanismo de retroalimentacién negativa tiene
implicaciones cardiovasculares y renales, como la hipertensiéon y la enfermedad
renal crénica (Stow y cols., 2009).

Otro factor de transcripcidén que activa al gen de la endotelina, es el NF-
KB cuyo sitio de unidn se encuentra en posicidon -2090 del promotor del ednl, a
través de las subunidades pé5 y p50 (Quehenberger y cols., 2000). Existen varios
componentes importantes en la activacion de esta via como son el dcido oleico, a
través de la PKC (Park y cols., 2003), la glucosa, a través de la p300 (Chen y cols.,
2010), y citokinas como el TNFa, la IL-2 y el IFNy, a través de la interaccidon con la
proteina P13K (Boesen y cols., 2008; Terragni y cols., 2008) (Figura 3) (Stow y cols.,
2011).
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Figura 3. Esquema del promotor del ednl
* Extraido de Stow LR, Jacobs ME, Wingo CS, Cain BD. Endothelin-1 gene regulation. FASEB J. 2011; 25 (1):
16-28.

2.2.2. Mecanismos reguladores emergentes

Existen estimulos conocidos del gen de endotelina, cuyas vias moleculares
no se conocen con exactitud (Stow y cols., 2011). Asi, el ednl es sensible al calcio
intracelular en las células epiteliales del tejido renal de ratas (Strait y cols., 2007).
También, células endoteliales y renales, son sensibles a sefales de transduccidn
como el aumento o la disminucién del flujo, que puede disminuir los niveles de
calcio intracelular y esto modificar la franscripcién del ednl (Strait y cols., 2007). La
hipertonicidad celular regula la ET-1 en las células renales, asi como una dieta rica
en sal aumenta la expresion del ednl en cardiomiocitos (Tsai y cols., 2006) y células
renales (Herrera y Garvin, 2005).

2.2.2.1. Regulacion epigenética

La expresion del ednl, también es regulada a través de la metilacion del
ADN. Asi, segmentos ricos en dinucledtido CpG localizados en el primer intrén del
gen, son susceptibles a metilacién y al silenciamiento del gen (Vallender y Lahn.,

Implicacion de la endotelina-1 en el mecanismo de inhibicion del crecimiento de cdncer de colon por la melatonina
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2006). Por ofro lado, el factor de transcripcién Vezfl protege de la metilacién del
ADN (Dicksony cols., 2010).

Por otra parte, las modificaciones en las histonas, también influye en la
transcripciéon del ednl; la metilacién de la histona H3 se asocia a la activacién de
la transcripciéon a tfravés de un mecanismo dependiente de la aldosterona en
células epiteliales renales (Stow y cols., 2009). Ademds, los estimulos que activan al
NF-kB, dependen de la expresién de la H3 y H4 (Wortz y cols., 2009).

2.2.2.2. Regulacion de la estabibilidad del ARNm

La transcripcion del ARNm del ednl es muy ldbil y tiene una vida media
infracelular de 15 minutos (Inoue y cols., 1991). Asi, enzimas como la GAPDH
(gliceraldehido 3 fosfato deshidrigenasa), interactia con el ARNm y aumenta su
degradacién (Rodriguez-Pascual y cols., 2008). También, se ha visto que es
modulado por microARNm (miRNAs) en células epiteliales de rata y en las células
sinusoidales en humanos (Yeligar y cols., 2009).

2.3. Receptores de endotelina

Se han caracterizado dos subtipos de receptores que pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteina G: ETRa y ETRs. Los receptores tipo ETRa
tienen 10 veces mds afinidad por la ET-1 y ET-2 que por la ET-3 y se encuentran
predominantemente en las células de musculo liso vascular, y en los
miocardiocitos, y son mediadores de vasoconstriccién. La estimulacién de estos
receptores por la ET-1 activa la fosfolipasa C (PLC) (Masaki 2000), la cual induce un
incremento de inositol frifosfato, diacilglicerol y del calcio infracelular que conduce
a la contraccién de las células de musculo liso (CML) (Ergul 2002). El incremento de
diacilglicerol y de calcio estimula también a la proteinquinasa C, la cual media la
accién mitégena de la ET-1 (Rozengurt, 2007). También, el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) actua como transductor en la via de senalizacion de la
endotelina. Finalmente, la ET-1, promueve la proliferacion de determinadas células
fumorales, y es inhibida en presencia de antagonistas del receptor ETRA y no en
presencia de antagonistas del receptor ETRB. Por tanto, la ET-1 enddgena actia
como una sustancia autocrina moduladora de la proliferacién celular a través del
receptor ETRA.

Por Ultimo, la actividad mitdgena de la ET-1 puede ser amplificada cuando
inferacciona con ofros factores de crecimiento como son el EGFR, factor de
crecimiento de fibroblastos (bFGF), factor de crecimiento insulinico (IGF), factor de
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crecimiento de plaguetas (PDGF), factor de crecimiento transformante (TGF) e
interleuquina 6 (IL-6) (Nelson y cols., 2003) (Figura 4).

ET,R/ETgR

Cellular Responses: Contraction/Relaxation
Mitosis/Differentiation, Inflammation

Current Opinion in Pharmacology

Figura 4. Vias de senalizacién de los receptores de ET
* Extraido de Nelson JB, Bagnato A, Battistini B, Nisen P. The endothelin axis: Emerging role in cancer. Nature
Review Cancer 2003; 3 (2): 110-116.

Los receptores ETRs se encuenfran principalmente en las células
endoteliales y en menor proporcidén en las células de musculo liso y tienen una
afinidad comparable por todas las isoformas. También se han encontrado
ampliamente distribuidos en el rindn, higado y Utero. El estimulo de los receptores
ETRs produce, tanto vasoconstricciéon como vasodilatacién, esta Ultima mediada
por el incremento de la produccién de NO vy prostaciclina (Dupuis y cols., 2000).

2.4. Efectos biologicos

La ET-1 y el receptor ETRa, tienen un papel en el mantenimiento basal del
tono vasomotor y de la presidn sanguinea en los humanos (Haynes y cols., 1995).
Asi, la administracién intravenosa de la ET-1 causa un rdpido vy fransitorio estado de
vasodilatacion seguido de un sustancial incremento de la presidn sanguinea (Yang
y cols., 1990). La endotelina, también afecta el flujo sanguineo en varias regiones

de la circulacién. En la circulacidn mesentérica y cerebral reduce el flujo
sanguineo; por el contrario, en los vasos pulmonares causa un incremento en el
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flujo (Josko y cols., 2001). En la siguiente tabla, se resumen los efectos fisioldgicos de
las endotelinas en los diferentes érganos (Baltazares y cols., 2005).

Tabla 3. Efecto de la endotelina en diferentes drganos

ORGANO-SISTEMA EFECTO

« Potente sustancia vasoconstrictora (Yanagisawa y Masaki, 1983)
Vasos sanguineos « Proliferacion celular
« Remodelacién celular y depdsitos de coldgeno (Luscher y
Barton 2000)
« Estimulacion de la produccion de éxido nitrico y prostaciclina
via receptores ETg (Dupuis y cols., 2000)
« Accién positiva inotrépica y cronotrépica bajo condiciones
Corazén fisiol6égicas e hipertrofia (Piuhola y cols., 2003)
« Incremento del potencial de accién y disminucion del gasto
cardiaco in vivo (Luscher y cols., 2002)
« Broncoconstriccién y depuracion de ET-1 (Baltazares y cols.,

Pulmon
2004)
« Incremento en la resistencia vascular. Disminucién en el grado
RiAdN de filtracién glomerular y en el flujo sanguineo renal

« Natriuresis y diuresis via receptores ETB tubular (Pérez del Villar
2005)

« Estimulacion de la secrecién del péptido natriurético, renina,
aldosterona y catecolaminas (Galei 2004)

Accidn neuroendocrina

* Extraido de Baltazares Lipp M, Rodriguez Crespo H, Ortega Martinez J, Sotres-Vega A, Baltazares Lipp MA.
Sistema Endotelina. Rev Inst Nal Enf Resp Mex. 2005; 18 (4): 308-320.

2.5. Sistema endotelina y cancer

Los diferentes péptidos que forman el sistema de endotelina, tienen un
papel importante en el crecimiento de determinadas células tumorales. La ET-1
ejerce sus efectos a través de la activacién de sus receptores ETRa y ETRs, que una
vez son activados, fransmiten sus senales por diferentes vias intracelulares, asi la
ET-1 es una molécula cuyos niveles se encuentran elevados en varios tipos de

cdncer, y en la actualidad, el bloqueo del receptor de ET-1 representa un enfoque
prometedor en el contfrol de la progresidon del cdncer. Por ofra parte, estudios
recientes de antagonistas de receptores de la endotelina, destacan que pueden
crear nuevas terapias contra el cdncer (Ballha y cols., 2009).

Asi, la ET-1 y su receptor ETRa, se han encontrado en elevadas
concentraciones en determinadas lineas celulares y tumores, como el de préstata,
mama, ovario, pulmén, renal, cérvix uterino y glioma. En muchos de estos tumores,
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la ET-1 actua mediante mecanismos paracrinos y autocrinos (Nelson y cols., 2003),
influyendo en mecanismos como apoptosis, angiogénesis y en la invasidén y
diseminacién metastdsica. Ademds, en el cdncer de préstata o de mama, la ET-1
estimula la proliferacion de osteoblastos, disminuyendo la resorcién dsea por estos
Ultimos, lo que produce una alteracién de los estimulos nociceptivos y en el dolor
6seo maligno. Por Ultimo, la ET-1 modula la diferenciacion y activacion de la
infiltracién tumoral en células inmunes (Figura 5) (Bagnato y Rosano, 2008).

Stimulation of nociceptor receptors

Bone formation

\/

,f R o) @ \»/ «:\

Modulation of tumor-
infiltrating immune cells

Angiogenesis

Invasion and metastasis

Figura 5. Endotelina y cancer
* Extraido de Bagnato A, Rosan’o, L. The endothelin axis in cdncer. The International Journal of Biochemistry
& Cell Biology 1JBCB. 2008; 40 (8): 1443-1451.

2.5.1. Endotelina 1y proliferacion de células tumorales

La ET-1 estimula la sintesis de ADN vy la proliferacion celular en diversas
células como las células del musculo liso vascular, osteoblastos, células
glomerulares mesangiales, fibroblastos y melanocitos. También actia como
mitdgeno en la proliferacién de células tumorales en la préstata, cuello uterino y
ovario. Asi, el crecimiento de células tumorales en el ovario, es inhibido por
antagonistas del receptor de endotelina, concretamente a través del receptor
ETRA (Bagnato y cols., 1999). Por ofra parte, en las células del cdncer de ovario, la
ET-1 estimula la sintesis de ADN de la misma manera y con la misma eficacia que el
EGF, y su accién, se suma al mecanismo de accion del EGF. Por tanto, la
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activacion del receptor EGFR es, en parte, responsable del efecto mitdgeno
ejercido por la ET-1 a través de su receptor ETRa. Por todo lo anterior, parece ser
que la ET-1 participa en el crecimiento celular mediante mecanismos autocrinos en
la células tumorales (Rosand y cols., 2010).

2.5.2. Endotelina 1 y neovascularizaciéon tumoral

Las endotelinas actian como agentes mitdgénicos de las células
endoteliales vasculares, a través del receptor de ETRg, y de las células del musculo
liso, fibroblastos y periocitos, a través del receptor ETRa (Salani y cols., 2000). Asi, una
elevacién en la expresion de la ET-1 y de su receptor, se asocia a un aumento
significativo de los microvasos y del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) en el cdncer de ovario, lo que indica que la ET-1 y el VEGF, tienen un papel
complementario en la neovascularizacion del cédncer de ovario (Salani y cols.,
2000).

La regulacién en la transcripcidn del VEGF, estd relacionada con un factor
de senalizacién de hipoxia celular, el factor HIF1a, que puede ser el responsable
del aumento de la neovascularizacion tumoral. Asi, la degracién del factor HiFa,
reduce los niveles de ET-1 tanto en condiciones de hipoxia como de normoxia. En
las células tumorales, y en condiciones de hipoxia, la ET-1 estimula al factor HIF1a,
que estimula la produccién de VEGF (Gupta y cols., 2003).

Las prostaglandinas (PG) y sus enzimas limitantes, ciclooxigenasa 1 y 2
(COX-1 y COX-2), también son agentes proangiogénicas en el cdncer de ovario.
Asi, a través de la ET-1, y mediado por el receptor ETRa, aumentan los niveles de
COX- 1y de COX- 2. En esta cascada también estdn involucradas algunas MAPK,
como la p42/44 MAPK y la p38 MAPK, ademds del EGFR (Denkert y cols., 2002).

Por Ultimo, existen evidencias que el efecto de la COX 1y 2, estd mediado
por la VEGF. Cuando la ET-1 aumenta los niveles de VEGF, éste aumenta la
actividad de la COX-1 y 2, que hace gue aumenten los niveles de PG. Asi,
antagonistas del receptor ETRa, pueden ser ventajosos desde el punto de vista
terapéutico para disminuir la vascularizacion de las células tumorales ovdricas
(Spinella y cols., 2004).

2.5.3. Endotelina 1 y apoptosis
La ET-1 actua como factor antiapoptdtico en diferentes tipos de células, lo

gque indica que es un péptido que puede modular la supervivencia celular (Vacca
y cols., 2000).
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Asi, en las células del cdncer de colon, la endotelina actia como un factor
de supervivencia, a través del ETRa, al inhibir la apoptosis interactuando con el
sistema Fas/FasL. Fas es una proteina de superficie con un dominio citoplasmdtico
de "muerte celular” conservado. El ligando Fas, (FasL o Apo-1), es una proteina de
membrana tipo I, miembro de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), y la
interracion de FAS con su ligando, es crucial para desencadenar la apoptosis en
determinados tipo de células, a través de la activacién de caspasas (Eberl y cols.,
2000).

En el cdncer de ovario, la ET-1 también es eficaz en la inhibicion de la
apoptosis a través de ETRa, mediado por la fosforilacion del Bcl-2 a través de la
fosfatidilinositol 3-kinasa, mediada a su vez por la vias AKT (serina/treonina protein
kinasa) (Vacca y cols., 2000).

Por Ultimo, las funciones de proliferacién y supervivencia celular realizadas
por la ET-1, las realiza por los receptores ETRa en fibroblastos, células de musculo liso
y epiteliales, y por los receptores ETRg en las células sanguineas (Bagnato y Catt
1998; Pristivishalil y Nelson 2000; Vacca y cols., 2000).

2.5.4. ET-1, remodelacion 6sea y metdstasis

Existen multitud de factores implicados en el desarrollo y progresién de las
metdstasis dseas como son los factores de crecimiento inslulinico tipo 1y 2, el
factor de crecimiento B, antigeno prostdtico especifico (PSA), uroquinasa
activadora de plasmindégeno (UPA), factor de crecimiento de fibroblastos tipo 1y 2
(FGF 1y FGF2) y la ET-1, que la estimula mitogénesis en los osteoblastos y disminuye
la resorcion ésea por los osteoclastos, asi como la movilidad de los mismos (Nelson
1999; Chiao 2000).

En pacientes con cdncer de mama y céncer de préstata, es frecuente el
desarrollo de metdstasis 6seas (Mundy 2002). En la mama predominan las lesiones
osteocldsticas, mientras que en la préstata, las lesiones son predominantemente
osteobldsticas, aunque este patrén puede variar (Chiao 2000; Mundy 2002). Asi, la
ET-1 estimula la formacion ésea, ya que sus niveles en sangre aumentan en
pacientes con cdncer de prostata y de mama avanzados.

Por Ultimo, existen modelos experimentales in vivo que demuestran que la
proliferacion de osteoblastos y el desarrollo de metdstasis dsea, es inhibido por
antagonistas de receptores ETRa (Chiao 2000).




INTRODUCCION

2.5.5. Endotelina y cdncer de colon

Se han detectado en células de adenomas y adenocarcinoma humano,
un aumento de los niveles de pre-pro ET-1, ECE-1 y ET-1 (Rosand y cols., 2008). Asi, in
vitro, la ET-1 actla como un agente mitégeno en el cdncer colorrectal (Hoosein y
cols., 2007). Concretamente, el gen de ET-1 se sobreexpresa, in vivo e in vitro, por
accién de la B-catenina, que es la responsable del inicio en la inmensa mayoria de
los cdnceres de colon. Asi, existe una zona especifica de unidén en la regién
promotora del gen de ET-1, denominada TCF-4, y la inhibicidn en la sefalizacién
para la unién de la B-catenina produce una disminucién en la expresién de end1.
Por esta razén, en el 80% de los principales cdnceres de colon humano, el ednl se
encuentra elevado (Kim y cols., 2005).

Con respecto a los receptores de ET-1, el ETRs se encuenfra disminuido en
las células tumorales de cdncer de colon en comparacién con células normales;
esto puede ser debido a la hipermetilacién del gen del ERTs (Pau y cols., 2001).
Ademds, el receptor ETRs, se asocia a una disminucién endégena de la ET-1, por
tanto, cualquier mecanismo de regulacion inhibitorio de este subtipo de receptor,
podria aumentar los niveles de ET-1 enddgena ((Hoosein y cols., 2007). No
obstante, este regulacién no se encuentra en otros tumores sélidos como el de
mama o el melanoma (Wulfing y cols., 2004). En células de colon normal, el
receptor ETRa se localiza a nivel de las células endoteliales, y en las células
tumorales, la expresién de este receptor estd aumentada, a través de mecanismos
dependientes de proteinas quinasas que inducen la produccién de VEGF y que
contribuye a la angiogénesis vascular (Hoosein y cols., 2007).

Técnicas de inmunotincién han demostrado que en células de colon
normales existen poca unidn de fibroblastos a los receptores ETRa, sin embargo en
las células tumorales colorrectales, si existe un aumento de la unién a los
fibroblastos; asi el aumento de los niveles de ET-1 podria estimular la migracién de
fibroblastos en el cdncer colorrectal (Asham y cols., 2001). Por tanto, existe un
predominio del receptor ERTa en células tumorales del céncer de colon, sobre todo
asociado a células endoteliales v fibroblastos, que puede contribuir al crecimiento
del cdncer colorrectal y a procesos de neoangiogénesis (Hoosein y cols., 2007).

La ET-1 actia como un factor de supervivencia que promueve
proliferacion celular a través del receptor ETRa y no del ETRg (Ali y cols., 2000) y
protege las células de cdancer de colon frente a la apoptosis inducida por FasL
(Eberl y cols., 2003). La ET-1, en el cdncer colorrectal, podria actuar tanto mediante
mecanismos paracrinos como autocrinos, provocando aumento del crecimiento
celular a través del receptor ETRa, ya sea a través de estimulos mitogénicos, o por
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control de la resistencia a la apoptosis, como ya hemos senalado (Grant y cols.,
2007).

Segun todo lo expuesto anteriormente, puesto que la ET-1 es una molécula
multifuncional que se sobreexpresa en cdncer, el eje ET podria considerarse como
diana terapéutica en esta enfermedad. De hecho, se han desarrollado diversas
estrategias para disminuir su produccién, entre las que se incluyen la inhibicidén de
ECE-1, y el antagonismo selectivo y no selectivo de los receptores ETRa y ETRs
(Bhalla et al., 2009). Asi, Ferrero y cols., demostraron in vitro, que antagonistas del
receptor de ETRs (BQ788), disminuyen el flujo sanguineo en las arterias que irrigan el
tumor, pero no en las que irrigan células sanas, y por el contrario, antagonistas del
receptor ETRa (BQ123), disminuyen el flujo tanto en células tumorales como en las
normales. Estos resultados sugieren que las arterias que irrigan la células del cdncer
colorrectal, son mds sensibles a la ET-1, debido a una mayor actividad en sus
receptores (Ferrero y cols., 2008).

3. MELATONINA

En 1958, Lenner y colaboradores lograron aislar la hormona N-acetil-5-
metoxitriptamina o melatonina (Lerner y cols., 1959). Md&s tarde, gracias a los
trabajos de Axelrod se comprobd que la gldndula pineal poseia todos los enzimas
necesarios para su sintesis a partir de la serotonina (Axerold, 1962). La melatonina,
ademds de sintetizarse en la gldndula pineal, es producida por otros érganos como
el cerebro, el epitelio pigmentario de la retina, el tracto gastrointestinal, médula
6seq, linfocitos y piel (Pandi-Perumal y cols., 2008; Slominski y cols., 2008).

3.1. Sintesis y catabolismo de la melatonina

En humanos la gldndula pineal contiene dos tipos de células: pinealocitos,
que predominan y producen indolaminas (sobre todo melatonina) y péptidos
(como arginina, vasotocina), y células de neuroglia.

Estudios realizados in vifro y en animales han aclarado los mecanismos
relacionados con la regulacidn de la sintesis de melatonina por la gldndula pineal
(Reiter 1991b), en la que pueden diferenciarse dos etapas:

I. Sintesis de serotonina a partir de triptéfano (Figura 6) (Carpentier y cols.,
2012). En esta etapa intervienen dos enzimas, el enzima triptdéfano hidroxilasa (que

cataliza el paso de friptéfano a 5-hidroxitriptdfano) y la L-aromdtico-aminodcido
descarboxilasa (convierte el 5-hidroxitriptéfano en 5 hidroxitriptamina o serotonina).
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Il. Conversién de la serotonina en melatonina y otros indoles, a través de la
serotonina N-acetiltransferasa (AANAT) (Figura é) (Carpentier y cols., 2012). La

serotonina es convertida en N-acetilserotonina por el enzima citosdlico N-
acetiltransferasa (NAT). Se ha comprobado que la actividad de la NAT estd
sometida a los cambios de luz-oscuridad, siendo de entre 30 a 70 veces mds activa
por la noche. El siguiente paso seria la metilacion sufrida por la N-acetilserotonina
gracias a la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) para convertirse en la N-acetil-
5-metoxitriptamina o melatonina, (Reiter, 1991a). La designacion correcta de la
HIOMT es la serotonina N-acetiliransferasa (ASMT) (Stehle y col, 2011).

Se cree que un aumento en la concentracién de N-acetilserotonina
provoca un aumento en la produccion de la melatonina; por lo tanto, la biosintesis
de melatonina en la gldndula pineal es controlada principalmente por la actividad
de la AANAT que actuaria como enzima limitante. Ademds se ha demostrado que
algunos factores nutricionales, como la disponibilidad de triptéfano, dcido félico y
vitamina Bé, pueden influir en la produccién de melatonina (Fournier y cols, 2002).
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Figura 6. Ruta biosintética de la melatonina en la gldndula pineal
* Extraido de Carpentieri A, Diaz de Barboza G, Areco V, Peralta Lépez M, Tolosa de Talamoni N. New
perspectives in melatonin uses. Pharmacol Res. 2012; 65(4):437-44.

La melatonina producida en la gldndula pineal es liberada al torrente
circulatorio y se acumula en determinados tejidos celulares. Sin embargo, no se
almacena en la gldndula pineal, siendo los niveles plasmdticos de melatonina los
que reflejan la actividad hormonal de la gldndula (Arendt, 2006).
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El 90% de la hormona circulante se desactiva a nivel hepdtico al ser
hidroxilada, y posteriormente se elimina por la orina. Asi, la excrecién urinaria de la
6-hidroximelatonina es un reflejo de los niveles de melatonina en plasma y se
utilizan para valorar los niveles de la hormona en sangre (Arendt y cols., 2006). El
metabolismo de la melatonina es rdpido, y su vida media en humanos, tras su
administracién exdgena, oscila entre 10 y 60 minutos (Fourtillan y cols., 2000).

3.2. Regulacién de la sintesis de melatonina

Las caracteristicas mds importantes en la sintesis de melatonina, son su
oscilacion diaria y la sensibilidad a la luz, que suprime su actividad. Asi,
independientemente de si una especie presenta actividad durante el dia o
durante la noche, en todas se produce un aumento de secrecién de melatonina
durante la noche. Esto hace de la melatonina un marcador endocrino nocturno
(Reiter, 1991c).

Con respecto al control infracelular, la sintesis de melatonina se inicia por el
acoplamiento de noradrenalina (NA), liberada desde las fibras postganglionares a
los receptores Bl adrenérgicos de los pinealocitos, que estimulan una proteina Gs
localizada en la cara intferna de la membrana, que lleva acoplado un GPT y que
induce un aumento de la actividad adenil-ciclasa, con la consiguiente sintesis
intfracelular de AMPc, el cual estimula y activa la AANAT. El estimulo B adrenérgico
se ve incrementado por la accidn de la NA sobre los receptores al adrenérgicos
que estimula una proteina G conectada a la cascada de los fosfatidilinositoles,
cuyo Ultimo mecanismo es activar la PKC calcio dependiente. Esta activacion
provoca un aumento rdpido de la concentracion de AMPc, que activa a la AANAT
(Kokkola y cols., 2003; Schomerus y Korf, 2005). El potente gen represor de la
transcripcién inducido por AMPc (ICER), es activado junto con la AANAT vy
representa el mecanismo que limita la produccién nocturna de melatonina (Stehle
y cols, 1993).

3.3. Mecanismos de accidn de la melatonina

En los vertebrados, el papel de la melatonina es variado e incluye: la
regulaciéon del ritmo circadiano y la modificacion de determinadas respuestas
bioldgicas (Man y col, 2011; Reiter, 1991¢c, d). También actua a nivel cerebral,
inmunoldgico, gastrointestinal, cardiovascular, renal, éseo, endocrino, como
oncostdtico y antienvejecimiento (Celinski y cols., 2011; Leja-Szpak y cols., 2010;
Slominski y cols., 2008). Todos estos efectos de la melatonina estdn mediadas por
distinfos mecanismos: dependientes de receptores (de membrana o nuclear) e
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independientes de receptor (accién antioxidante y depuradora de radicales libres
e interaccién con proteinas citosdlicas) (Rodriguez y col, 2004, Gdmez-Moreno y
col, 2010). Algunos de estos efectos protectores los ejerce a fravés de su
metabolitfo AFMK (Tan y col, 2007).

3.3.1. Receptores de membrana de melatonina

Se han identificado dos sitios de unién de la melatonina a la membrana
celular en mamiferos diferentes farmacoldgica y cinéticamente: MT1 (alta afinidad
[picomolar]) y MT2 (baja afinidad [nanomolar]). Ambos tipos de receptores
pertenecen a la familia de receptores de membrana asociados a proteinas G
(Dubocovich y col, 2003). La existencia de un tercer tipo de receptor de
membrana, el MT3, fue investigado en su momento (Dubocovich, 1995), sin
embargo se ha encontrado que este tipo de receptor realmente es un enzima
citosdlico, la quinona reductasa 2, NQO2 (Nosjean y col, 2000; Vincent y col, 2010).

MT1 estd formado por 350 aminodcidos, mientras que MT2 estd formada
por 363 aminodcidos y muestra un 60% de homologia con el receptor MT1 (Reppert
y col, 1996a).

Morgan y colaboradores establecieron que la unidn de la melatonina a sus
receptores de membrana, se realiza mediante proteinas G en la “pars tuberalis” y
el nicleo supraquiasmdtico (los supuestos sitios de las acciones reproductiva y
circadiana de la melatonina, respectivamente) (Morgan y col., 1989). Sin embargo,
Abe y col, fueron los primeros en demostrar que la melatonina inhibe la accidn de
los melanocitos a fravés de la hormona estimulante de melanocitos (MSH) e inhibe
la formacién de AMPc (Abe y col., 1969).

Tanto los receptores MT1 y MT2, son receptores acoplados a proteinas G
(Jockers y col., 2008). Concretamente, el MT1 estd acoplado a las subunidades
Gi2, Gi3 y Gg/11 (Brydon y col., 1999). Y el MT1 acoplado a la proteina Gi,
disminuye los niveles de AMPc (Capsoni y col., 1994), previa inhibicién de la
adeniciclasa. MT3 tiene baja dafinidad por la 125-yodomelatonina, no estd
acoplado a proteinas G, y no es sensible a iones como el Na+, Mg++ o Ca++
(Dubocovich, 1995).

En algunas células, cuando se acopla a la proteina Gg/11, da lugar a la
activacion de la fosfolipasa C, que a su vez aumenta los niveles de calcio, y
activan a la calmodulina (CaM), calmodulina quinasas y calreticulina (Witt-
Enderby y cols., 2003), (Figura 7) (Slominski y cols., 2012).
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Figura 7. Esquema de los subtipos de receptores de melatonina.
* Extraido de Slominski RM, Reiter RJ, Schlabritz-Loutsevitch N, Ostrom RS, Slominski AT. Melatonin membrane
receptors in peripheral tissues: distribution and functions. Mol Cell Endocrinol. 2012; 351(2): 152-66.

3.3.2. Receptores nucleares

A principios de los anos 90 se acund el término ‘“receptor nuclear
huérfano™ para describir al primero de lo que seria una gran familia de nuevos
productos génicos que por homologia, pertenecen a la familia de los receptores
nucleares para los cuales no hay ligando conocido. Hoy se sabe que algunas de
estas proteinas no son dependientes de ligando. Hay descritas unas 30 subfamilias
de receptores nucleares hiuerfanos, de las cuales, la melatonina se une a: RZRa,
RORa, RORa2, RZRB, (receptor Z de retinoides (RZR) y receptor del dcido retinoico

relacionado con los receptores huérfanos (ROR) (Becker-Andrey col, 1994; Carrillo-
Vico y col, 2005).

Por otfro lado, existe controversia en relacién a si la melatonina interactia
directamente con los receptores nucleares. Becker-Andre y colaboradores,
establecieron la teoria que la melatonina interactla con los receptores nucleares
del subtipo RZR (Becker-Andre y cols., 1994). Al mismo fiempo, Carlberg vy
colaboradores, encontraron que la melatonina podia interactuar con los
receptores RORa/ RZR (Carlberg y cols., 1994). Un ano mds tarde, Wiesenberg y
colaboradores, confiman que la melatonina puede unirse también a RZRa vy
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RORa1 (Wiesenberg y cols., 1995). No obstante, algunos investigadores cuestionan
la capacidad de la melatonina para unirse al receptor RORa y activarlo
directamente (Dai y col.,, 2001; Kallen y col., 2004; Bitsch y col., 2003). Ofros,
proponen que la melatonina regula indirectamente los receptores nucleares a
través del receptor de membrana MTI1, que si es activado por la melatonina (Dai y
col.,, 2001; Ram y col., 2002). Actualmente, existen ofras investigaciones que
cuestionan la hipdtesis de que la melatonina es un ligando nativo para el ROR
(Jetten, 2009).

3.3.3. Eliminacion de radicales libres

Estudios “in vitro” e “in vivo"” han demostrado que la melatonina es un
potente eliminador de radicales hidroxilo altamente tdxicos y otros radicales
oxidativos (Reiter, 1995, Tan y cols., 2007)). Se ha demostrado que la melatonina
parece ser mds efectiva que ofros antioxidantes conocidos (por ejemplo, manitol,
glutation, y vitamina E) en la proteccidn contra el daio oxidativo (Reiter, 1995).

Ademds, la melatonina regula la expresidén de varios genes, como los de la
superdxido dismutasa (SOD) y glutatiéon peroxidasa (GPx) (Rodriguez y cols., 2004).

Por otro lado, el oxido nitrico (NO), es un radical libre que atraviesa
facilmente las membranas celulares; se genera a partir de L-arginina a partir de la
enzima oxido nitrico sintasa neuronal (NNOS) vy la oxido nitrico sintasa inducible
(iNOS). A bajas concentraciones y durante periodos cortos, el NO actia como
neurotransmisor y regula la vasodilatacion y agregacion plaguetaria, sin embargo,
los altos niveles de NO producidos por la isoforma iNOS, pueden producir dano
celular. Se ha demostrado que la melatonina parece proteger a la célula del dafo
oxidativo limitando la pérdida de GSH mitocondrial y mejorando la cadena de
fransporte de electrones, reduciendo asi el dafno en el ADN mitocondrial.
(Carpentieri y cols., 2012).

Los beneficios de las propiedades antioxidantes de la melatonina se han
demostrado en numerosos estudios como por ejemplo, en pacientes con artritis
reumatoide (Forrest y cols., 2007), en mujeres con infertilidad (Tamura y cols., 2008)
y en pacientes de edad avanzada con hipertension arterial (Kedziora-Kornatowska
y cols., 2008).
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3.4. Melatonina y cancer

Los efectos de la melatonina se han estudiado en numerosos tipos de
cdncer, como el de préstata, mama, sarcoma, hepatocarcinoma, colon, tumores
neurales, melanoma, ovario y cérvix. La mayoria de estos estudios se han llevado a
cabo in vitro, mediante el uso de lineas celulares derivadas de tumores humanos,
aungue también hay estudios en modelos murinos (Mediavilla, 2010) y ensayos
clinicos en humanos (Wang y cols., 2012).

Los mecanismos que pueden estar implicados en su capacidad para
inhibir el crecimiento tumoral son variados, entre lo que se incluyen (Mediavilla,
2010):

- Efecto antfioxidante

- Regulacién en la expresidon de receptores de estrégenos
- Inhibicién de la actividad de la telomerasa

- Modulaciéon del ciclo celular e induccién de la apoptosis
- Inhibicién de la angiogénesis

- Activacién del sistema inmune

- Regulacién del ritmo circadiano

- Oftros mecanismos

3.4.1. Efecto antioxidante

El estrés oxidativo se define como una alteraciéon en el equilibrio entre la
produccién de especies de oxigeno reactivas (ROS)., y su inactivaciéon por los
sistemas anfioxidantes. Por tanto, estd implicado en la efiologia de muchas
enfermedades, incluyendo las neoplasias (Dreher, 1996). Y dado que el estrés
oxidativo puede participar en las tres etapas de la carcionogénesis (iniciacién,
progresion y metdstasis), los antioxidantes pueden proteger contra el céncer en
fodas las etapas de su desarrollo (Peyrot y Ducrocq, 2008).

Conrespecto a las propiedades antioxidantes de la melatonina, se ha visto
que estd implicada en tumores estrogenos dependientes, como los de mama y
endometrio. Asi, los efectos cancerigenos de los estrédgenos, que estdn
relacionados con la oxidacion de algunos de sus metabolitos, son inhibidos por la
melatonina (Karbownik y cols., 2001). El efecto anfioxidante de la indolamina
también se ha relacionado con su capacidad para inhibir el crecimiento de
células de dlioblastoma in vitro. En este caso, se han estudiado los factores de
franscripcion NF-kB y el AP-1, los cuales estdn implicados en la regulaciéon del
crecimiento, diferenciacién y muerte celular. Martin y cols., han evaluado los
efectos de la melatonina en la activacién del NFkp y el AP-1, asi,
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concenfraciones de 1 mM de melatonina durante 48 horas, inhibe al NF-kp y no al
AP-1 (Martin y cols., 2010).

Otro aspecto importante, es el papel de la melatonina como
coadyuvante en fratamientos de quimioterapia y radioterapia. Muchos fdrmacos
empelados en estas terapias, inducen la formacion de especies reactivas de
oxigeno o radicales libres, que son responsables de algunos efectos secundarios.
Un reciente metaandlisis que incluye 33 estudios realizados entre 1996 y 2007, y que
comprende una poblacion de 2.446 casos, demuestra que la melatonina, como
antioxidante, disminuye la neurotoxicidad, mielosupresion, astenia, caquexia y
diarrea, que producen algunos quimioterdpicos (Block y cols, 2008). También la
melatonina protege contra el dano causado por los radicales libres que generan
las radiaciones ionizantes y agentes terapéuticos como la adriamicina, el cisplatino
o la citarabina (Reiter, 2002).

3.4.2. Regulacién en la expresiéon de receptores de estrégenos y
andrégenos

Los efectos oncostdticos de la melatonina, son especialmente importantes
en los fumores hormono-dependientes, como los que afectan a la mama, prostata
y ovarios. Asi, las propiedades antiestrogénicas de la melatonina, son la base de su
accidén oncostdtica en el cdncer de mama (Hill, 2009).

Cohen y cols., introdujeron la idea de la posible relacién de la gldndula
pineal en la etiologia del cdncer de mama (Cohen, 1978). Actualmente sabemos

que la melatonina interactUa con el receptor de estrégenos (ER), comportdndose
como modulador selectivo del receptor de estrégenos (SERM). Sin embargo, a
diferencia de otros SERMs como el tamoxifeno, la melatonina no interfiere con el
sitid de unidn de los estrégenos a su receptor (Molis, 1994), sino que las propiedades
antiestrogénicas de la melatonina dependen de su capacidad para inhibir la
expresion del ERa y de la unidén del complejo E2-ER al ERE (elemento de respuesta
a estégenos) al ADN (Mediavilla, 2010). Estos efectos se ejercen a través de la
unién de la melatonina a receptores de membrana MT1 (Treck, 2006).

En experimentos llevados a cabo in vitro en células MCF-7 humanas de
cdncer de mama con receptores estrogeno positivos, se ha demostrado que la
melatonina modula el ciclo celular, de tal manera que aumenta la expresion de
las proteinas p53 y p21 (p21/WAF1), y disminuye su capacidad de metdstasis
debido a una mayor expresion de las proteinas E-cadherina y B1- integrina. Este
efecto se lleva a cabo porque la melatonina inhibe la unién del estrégeno a su
receptor (concretamente, al complejo estrégeno-estradiol). Por otro lado,
moduladores de receptores de estrogenos como el tamoxifeno, o antiestrégenos
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como el ICI 182,780 son una opcidén de tratamiento para tumores ginecoldgicos
hormono-dependientes, y su efecto estd aumentado cuando se afade al medio
melatonina a concentraciones entre 1y 100 nM (Treeck, 2006).

Otra via en la que actia la melatonina, es aguella en la que participa la
enzima aromatasa, que transforma los andrégenos en estrogenos (Simpson, 2000).
La melatonina inhibe la enzima aromatasa en las células del cdncer de mama a
través de su receptor MT1 (Martinez-Campa, 2009). Este efecto también se ha
demostrado in vivo, en ratas que llevan inducidos tumores de mama (Cos, 2006).
Por otro lado, las células tumorales secretan citoquinas (TNFa, IL-11 e IL-6), que
inhiben la diferenciacion de los fibroblastos que rodean a los adipocitos maduros, y
también estimulan la expresiéon de la aromatasa. La melatonina, también
disminuye la actividad de los fibroblastos en las células del cdncer de mama MCF-
17 y 313-L1, a fravés de inhibicién de las citoquinas anteriormente citadas (Alvarez-
Garcia, 2012).

Por otra parte, la melatonina inhibe el crecimiento de las células tumorales
en el cdncer de préstata, mediante la regulacién del receptor de andrégenos. Se
han realizado estudios en lineas celulares tumorales de préstata, dependientes de
receptores de andrégenos (LNCaP) e independientes de receptores de
andrégenos (PC3), y se ha visto que la melatonina disminuye el crecimiento en

ambas lineas celulares. Este mecanismo no estd mediado por los receptores de
membrana de melatonina ni por la activacién de la PKA, sino por un aumento
fransitorio de los niveles de AMPc intracelular. Asi, la pérdida de melatonina con la
edad, puede estar relacionada con el cdncer de préstata, ya que puede inhibir el
crecimiento de células tumorales (Sainz y cols., 2004).

3.4.3. Modulacién en la actividad de la telomerasa
La activacion de la telomerasa tiene un papel importante en la

carcinogénesis, porque esta enzima es la responsable del crecimiento ilimitado de
las células neopldsicas. Asi, en el cdncer de mama, la activacién esta enzima

constituye un evento relativamente temprano en el proceso de crecimiento de las
células tumorales. La melatonina tiene propiedades antiestrogénicas y parece ser
que regula la expresidon de la telomerasa en células del cdncer de mama receptor
estrogénico positivas, de manera que inhibe la expresiéon del ARNm del gen de la
telomerasa (concretamente la subunidad hRET) de forma dosis dependiente en
células MCF-7 del cdncer de mama (Martinez-Campa, 2008).
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3.4.4. Modulacién del ciclo celular y apoptosis

El crecimiento tumoral es el resultado del equilibrio entre la proliferacion
celular y la muerte celular. Por tanto, la modulaciéon del ciclo celular y la induccidn
de la apoptosis, son dos objetivos en el control del crecimiento de tumores
(Mediavilla, 2010).

La melatonina aumenta la duracién del ciclo celular en células humanas
MCF-7 del cdncer de mama (Cos, 1991), células humanas HL-60 mieloides
(Bejarano, 2009), y células de la linea HepG2 del hepatocarcinoma (Martin-
Renedo, 2008), mediante una prolongacion de la fase G1, y un retraso en la
enfrada de la célula a la fase S del ciclo, lo que permitiria una posible reparaciéon
del ADN celular danado.

Por otra parte, la melatonina induce la diferenciacion celular en diferentes
tipos de células normales y tumorales, como las células del neuroblastoma (Cos,
1996), células MCF-7 del cdncer de mama (Crespo, 1994), células del cdncer de
prostata (Sainz, 2005), células madre adultas mesenquimales (Radio, 2006), y
células madre neuronales (Sharma, 2008). Asi, mediante la prolongacion de la fase
GO-G1 del ciclo celular, y el consecuente retraso de la enfrada a la fase S, la
melatonina permite lograr una mejor diferenciacion celular (los tumores bien
diferenciados, tienen mejor prondstico) (Mediavilla, 2010). Por otfro lado, se ha
demostrado, en células de glioma de rata (Cé), que el 70% de las células después
de 72 horas de tfratamiento con melatonina a concenfraciones milimolares, se
inhibe la progresién del ciclo celular (de la fase G1 a S). En este estudio también se
observd que la administracién de melatonina intraperitoneal en los roedores,
disminuia el crecimiento tumoral de las células Cé en un 50%, franscurridas 2
semanas del indculo (Martin, 2006). Ademds, este efecto de la melatonina, puede
ser considerado como un posible mecanismo por el cual la indolamina aumenta la
supervivencia y la calidad de vida en pacientes con glioblastoma tratados con
radioterapia (Lissoni, 1996).

Con respecto a la apoptosis, la melatonina actia induciendo apoptosis en
lineas celulares mieloides (Bejerano, 2009), células del cdncer de mama (Cucina,
2009), del cdncer colorrectal humano (Garcia-Navarro, 2007), cdncer de préstata
(Joo, 2009), hepatocarcinoma humano (Martin-Renedo, 2008) y células B de
linfoma humano (Trubiani y cols., 2005). También, la melatonina detiene el ciclo
celular y promueve la apoptosis en las células tumorales implicadas en el linfoma
relacionado con el Virus de Epstein Barr, en el linfoma folicular B no Hodgkin y en la
leucemia aguda de células T, gracias a la activacion de caspasas mediante un
mecanismo independiente de sus receptores de membrana MT1 y MT2 (S&nchez-
Hidalgo, 2012).
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La melatonina tfiene efectos sinérgicos con farmacos antitumorales que
inducen la apoptosis. Como el sarcoma de Ewing, en el que la combinacién de
melatonina con vincristina o ifosfamida, aumenta la actividad de las caspasas y
potencia la apoptosis celular (Casado-Zapico y cols., 2010). También, en las células
A172 y U87 de glioma humano, la melatonina aumenta la apoptosis a través de la
regulacién de la PKC, que disminuye la activacién de la Akt, aumenta los niveles
de receptor DR5 (receptor de muerte celular) y disminuye los niveles de Bcl-2
(Martiny cols., 2010).

Por otro lado, la melatonina también inhibe el crecimiento del cdncer de
mama, al actuar junto con el &cido retinoico. Asi, en células MCF-7 del céncer de
mama estudiadas in vitro, se ha demostrado, que la administraciéon de melatonina,
seguida de dcido fransretfindico (ATRA), produce un cese total del crecimiento
celular. Este efecto se produce mediante la activaciéon de vias que conducen a la
apoptosis, concretamente se produce una disminucion de los ER y del Bcl-2,
ademds aumenta el Bax y el TGFB1 (factor de crecimiento B1). Este efecto se
produce en células tumorales con receptores de estrégenos positivos (Eck y cols.,
1998)

3.4.5. Melatonina y angiogénesis

La angiogénesis es uno de los principales mecanismos bioldgicos
responsables de la diseminacion tumoral. El factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF), es uno de los factores angiogénicos mds importantes y se
encuentra anormalmente elevado en sangre en pacientes con cdncer o con peor
prondstico del mismo (Lissoni, 2001). Lissoni y cols., realizaron un estudio en 20
pacientes con enfermedad metastdsica, a los que le administraron 20 mg via oral
de melatonina durante 2 meses, y midieron los niveles de séricos de VEGF cada 15
dias. Observaron que en aquellos pacientes en los que disminuian los niveles de
VEGF, presentaban una mejor evolucién de su enfermedad (Lissoni y cols., 2003).

Por ofro lado, el factor regulador clave de la angiogénesis es la hipoxia
celular, a través del HIF-1, (Factor Inducible por Hipoxia). Asi, el HIF-1, en
condiciones de hipoxia celular, aumenta la expresidén de varios tipos de genes,
entre ellos el gen activador del VEGF (Melillo, 2007). En estudios in vitro, se ha
encontfrado que la melatonina desestabiliza la hipoxia producida por el HIF-1 en

células HCT116 del cdncer de colon humano, porque inhibe al HIF-1, lo que dd&
lugar a una disminucién en la producciéon de VEGF (Shi-Young Park y cols., 2010).
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3.4.6. Melatonina y sistema inmune

Una estrategia alternativa importante en la terapia del cdncer, es activar
el sistema inmune para inducir una mejor respuesta antitumoral. El sistema
inmunolégico estd formado por células innatas que median respuestas rapidas
(monocitos, macréfagos, células NK, etc) y células responsables de una respuesta
adaptativa del organismo y de memoria (células Ty B). Por otro lado, la melatonina
no se sintetiza exclusivamente en la gldndula pineal, también es sintetizada en
tejido linfoide de medula éseaq, timo vy linfocitos (Carrillo-Vico y cols., 2004), que
estdn implicados en la regulacion de la inmunidad humoral y celular (Srinivasan y
cols., 2008).

La melatonina mediante la regulacién del ritmo circadiano, parece que
modula el sistema inmune (Ravindra, 2006). Asi, la pinealectomia estd relacionada
con fendmenos de involucidn y desorganizacién precoz de la glandula timica, por
tanto, la melatonina enddgena participa en mecanismos de respuesta humoral y
celular del sistema inmune (Guerrero, 2002). Por otfro lado, existe evidencia de la
existencia de sitios de unién especificos en la membrana de las células inmunes
para la melatonina (Guerrero, 2001), concretamente en la membrana de los
linfocitos T helper, lo que produce un aumento en la produccién de interferén
gamma e interleuquina 1, 2, 6 y 12, que hace mejorar la respuesta inmune del
organismo (Ravindra, 2006).

En consecuencia, la melatonina se considera un  agente
inmunomodulador (Lardone, 2009), aunque en algunos modelos experimentales,
como en modelos transgénicos que sobreexpresan el protooncogen N-ras, la
melatonina produce una atrofia del tejido linfoide mamario (Mediavilla y cols.,
1991). No hay estudios experimentales centrados especificamente en el potencial
oncostdtico de la melatonina basado en sus propiedades inmunomoduladoras, sin
embargo, existe evidencia para justificar la relacién entre el sistema endocrino y el
imnune (Mediavilla, 2010).

3.4.7. Melatonina y ritmos circadianos

Las oscilaciones diarias en el metabolismo, fisiologia y comportamiento de
prdcticamente todos los organismos vivos estdn reguladas por los relojes bioldgicos.
Los procesos bioldgicos ritmicos con un periodo cercano a las 24 horas se
denominan ritmos circadianos. En mamiferos, el control del ritmo circadiano es
ejercido por el reloj enddgeno principal que reside en el ndcleo supraquiasmdtico
(NSQ) del hipotdlamo, que a su vez sincroniza al resto del organismo con las
alteraciones del ciclo luz/oscuridad del entorno. Desde un punto de vista
molecular, los ritmos circadianos se generan por ciclos oscilantes retroalimentados
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de ftranscripcion-traslacién. Las proteinas Clock y Bmall son factores de
transcripcién que aumentan la expresidén de Per1/2, Cry1/2 y otros genes durante el
dia. Cuando llega la noche y su concentracion alcanza un mdximo, las proteinas
Per1/2/3 y Cry1/2 dimerizan e inhiben la transcripcién de CLOCK y BMALLT. Este ciclo
principal estd modulado por ofro ciclo de retroalimentacién formado por ROR y
REV-ERBa, que regulan la transcripcidén de BMALT (Dardente y Cermakian, 2007).

A su vez, los diferentes niveles de proteinas generados de forma circadiana
controlan los niveles de expresidon de otros genes y, de esta forma, controlan
diversas funciones tales como el ciclo sueno-vigilia, la temperatura corporal y el
metabolismo (Dardente y Cermakian, 2007) y ofras funciones fisioldgicas muy
importantes para el organismo como son la division celular, la respuesta al dano
inducido al ADN y la remodelizacion de la cromatina (Canaple y cols., 2003).

La presencia de alteraciones en la expresion de genes que confrolan los
ritmos circadianos se ha asociado con la presencia de tumores. Los estudios
realizados hasta el momento han identificado cambios tanto genéticos como
epigenéticos en los genes Period en tumores (Wood y cols., 2009). La ausencia de
Per2, pero no de Clock o Bmall, predispone a ratones sufrir cdncer (Wood y cols.,
2009). No obstante, Bmall parece estar también implicado en crecimiento tumorall
y resistencia a quimioterapia en cdncer de colon (Zeng y cols., 2010). La
sobreexpresion de Perl o Per2 en células tumorales induce inhibicién de la
proliferacién (Hua y cols., 2006). En condiciones normales, se han observado
oscilaciones de Perl y Per2, independientes del NSQ, en las células de las criptas
del colon (Pardini y cols., 2006). Sin embargo, en casos de CCR avanzado, se
observa una pérdida de ritmo en Perl y un descenso de su expresion, lo que se ha
correlacionado a su vez con un descenso en la expresion de dihidropirimidina
deshidrogenasa, enzima que cataboliza al 5-fluorouracilo. Esto podria explicar la
toxicidad a este fratamiento en muchos casos (Krugluger y cols., 2007).

También regula la expresién de células tumorales en el cdncer de préstata
humano, de manera que aumenta la expresion del gen Per2 y disminuye la del
Bmall (Jung-Hynes, 2010). De acuerdo con este estudio, la melatonina a través de
su receptor RORa, también disminuye la expresion del gen Bmall en el cdncer de
mama en humanos (Greene, 2012).

3.4.8. Melatonina y p53

En condiciones normales, la p53 es una proteina que se encuentra a bajas
concentraciones en el organismo. En condiciones de estrés, se produce dano en el
genoma y la activacion de la p53 dentro de la célula; esto produce cambios que
van desde una detencidn transitoria del crecimiento celular, hasta la muerte
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celular por apoptosis (Oren, 2003). Como hemos visto anteriormente, son muchos
los estudios epidemioldgicos que demuestran que niveles elevados de melatonina,
disminuyen los riesgos de desarrollar cdncer. Asi, la melatonina desencadena la
activacién de genes supresores de tumores, que previenen la fransformacién
maligna de las células (Santoro, 2012).

Previamente, Mediavilla y cols, en 1999, demostraron que la melatonina
produce la fosforilacién de la p53 y p21WAF1, proteinas relacionadas con la
transformacion maligna de células humanas MCF-7 en el cdncer de mama,
(Mediavilla, 1999). Actualmente, se ha demostrado que la melatonina previene el
dano del ADN mediante la activacién de la fosforilacion de la p53, que requiere la
expresiéon de la proteina PML (Proteina de la Leucemia Promielocitica), que fosforila
a la proteina en el residuo de Ser-15 (Santoro y cols., 2012) (Figura 8) (Santoro y
cols., 2012).
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Figura 8. Modelo que representa el mecanismo de accién de la melatonina. La
melatonina activa la fosforilacion de la p38, p53 y ofras proteinas reparadoras del dano
celular; el resultado es una disminucién en la frecuencia de mutaciones.

* Extraido de Santoro R, Marani M, Blandino G, Muti P, Strano S. Melatonin triggers p53Ser phosphorylation
and prevents DNA damage accumulation. Oncogene 2012; 31 (24): 2931-2942

3.5. Melatonina y cancer de colon

La melatonina, participa en la regulacién de multiples funciones del tracto
gastrointestinal en condiciones fisioldgicas y patoldgicas. Estas funciones, las ejerce
principalmente a través de los receptores MT1, MT2 y MT3, que se expresan a lo
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largo de todo el fracto gastrointestinal en roedores y humanos (Tabla 5) (Messner,
2001, Cheny cols., 2011).

Tabla 4. Localizacién de receptores de membrana de melatonina en ileon y colon

de roedores. MT: receptor de melatonina; i: ileon; c: colon

+ +

fleon +

Colon + + +
Mucosa S Sin datos Sin datos
Muscular mucosa + (i); + ()

Submucosa + (i); + ()

Muscular propia + (c)

*Extraido de Chen CQ, Fichna J, Bashashati M, Li YY, Storr M. Distribution, function and physiological role of
melatonin in the lower gut. World J Gastroenterol. 2011; 17(34): 3888-3898.

En el fracto gastrointestinal, la melatonina es sintetizada por las células
enteroendocrinas de la mucosa, siendo esta cantidad unas 400 veces superior a la
cantidad de melatonina de la gldndula pineal (Bubenik, 2008). Esta sintesis no sigue
un ritmo circadiano, sino que responde a la periodicidad de la ingesta de
dlimentos ricos en triptéfano (Bubenik, 2000). Ademds, parece ser que la
melatonina producida en el intestino, que ejerce su funcibn como hormona
paracring, puede ser secretada de forma continua o bien de forma ciclica (Chen
CQ y cols., 2011). Por ofra parte, las principales enzimas de sintesis de melatonina
(AANT y HIOMT), se han detectado en la mucosa del fracto gastrointestinal, lo que
sostiene la hipdtesis de que en el intestino, la melatonia se sintetiza a partir del
triptéfano presente en los alimentos (Stefulj y cols., 2001).

Aungue, en condiciones fisioldgicas, la funcidén de la melatonina en el
tracto gastrointestinal no estd del todo clara, parece ser que disminuye la
motilidad del colon (Lu y cols., 2009), participa en la inflamaciéon y el dolor (Chen
CQ, 2011), y aumenta el flujo sanguineo en la mucosa del tracto gastrointestinal en
general (Bubenik, 2008). Y, aunque ejerce sus efectos fisiologicos a fravés de los
receptores MT1, MT2 y MT3 (Chen CQ, 2011; Carpentieri, 2012), Matheus y cols., han
demostrado que a altas concentraciones, la melatonina inhibe la actividad del
transportador de serotonina en células Caco-2, sin la mediacion de los receptores
MT1 y MT2, o de la via de la PKC (Matheus y cols., 2010).

Tras la identificacién de los sitios de unién de la melatonina en el tejido
colénico en humanos, de pacientes con carcinoma colorrectal, el posible papel
de la melatonina en este tipo de cdncer se ha tratado en varios estudios (Chu-Qiu
y cols., 2011). Asi, en pacientes control sin cdncer colorrectal, se han detectado
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receptores con afinidad picomolar para la melatonina, en concentraciones de
melatonina en la mucosa y submucosa de colon de 467+/-99 pg/g., mientras que
las concentraciones diurnas en pacientes con cdncer colorrectal son de 3147+/-
87.8 pg/g de tejido (Poon y cols., 1996). La importancia de la variacion diurna de
los niveles de melatonina para el cédncer de colon todavia no se ha determinado.
Pacientes con cdncer colorrectal, muestran una importante disminucion en la
amplitud en el pico de secrecién de melatonina, asi como una disminucién en la
produccién de melatonina en general (Kos-Kudla y cols., 2002). Como se ha
explicado anteriormente, algunos estudios sugieren que la melaftonina puede estar
implicada en el riesgo de padecer cdncer o ser un factor de proteccién frente all
mismo (Hrushesky y cols., 2009). Por ejemplo, en ratas pinealectomizadas, se
produce un aumento en la produccion de células de las criptas del colon, lo que
sugiere que la melatonina estd implicada en la carcinogénesis del CCR (Dalio y
cols., 2006). Otro estudio en ratas, demostré que se produce una hiperplasia en la
cripta intestinal varias semanas después de la pinealectomia, pero los mecanismos
exactos no fueron identificados (Callaghan, 1995).

La mucosa del colon expresa receptores de estrogenos ay B (ERa y ERB) vy
receptores de andrégenos (AR), y una pérdida de su expresién, se relaciona con la
progresion del tumor en el CRC (Castagnetta y cols., 2002). Por tanto, dado que la
expresidn de MT1 y MT2, se puede ver modificada por los estrégenos (Clemens y
cols., 2001) y andrégenos (Ahmad y cols., 2010), los receptores de membrana de
melatonina pueden ser mediadores potenciales de las diferencias relacionadas
con el género en el cdncer de colon (Ledn y cols., 2012). Al analizar la expresién de
receptores de andrégenos (AR) y receptores de estrdgenos (ERa y ERB) en las
muestras de pacientes varones con CCR, se observd una disminucion de AR, ERa y
ERB, tanto en etapas iniciales del tumor, como en etapas avanzadas. También
parece existir una correlacion positiva entre la expresién de MT2 y la de ERa y ERpB,
tanto en hombres como en mujeres. Ademds, la expresidn de AR se correlaciona
con MT2 y MT1, pero sdlo en hombres (Ledn y cols., 2012). Todo esto estd en
consonancia con las diferencias de comportamiento del cdncer de colon segun el
género demostradas con anterioridad (Campbell-Thompson, 2001; Castagnetta y
cols., 2002).

De hecho, los efectos antiproliferativos de la melatonina en el cdncer de
colon, se han estudiado en modelos in vivo e in vitro (Farriol, 2000), e implica la
inhibicién de la angiogénesis tumoral, la modulacion de los indices entre mitosis y
apoptosis, y el mantenimiento del nivel intracelular de glutatiéon (Chen CQ vy cols.,
2011).

Por otro lado, los mecanismos por los cuales la melatonina lleva a cabo su
funcidn oncostatica en cdncer de colon, también han sido estudiados por diversos
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autores. Garcia- Navarro y cols., estudiaron células HT-29 del cdncer de colon in
vifro, tratados con diferentes agonistas y antagonistas de los receptores de
membrana y nuclear de melatonina, y observaron que son los receptores
nucleares de la melatonina los que participan en la actividad antiproliferativa de
la misma. También, el efecto antioxidante y la actividad antiinflamatoria, ya que
disminuye la produccién de oxido nitrico en las células HT-29 (Garcia-Navarro y
cols., 2007).

Oftro estudio in vitro, analiza el papel de la gastrina y de la colecistoquinina
en la proliferacién de la linea celular HT-29, correspondiente a cdncer de colon
humano, y su relacidon con la melatonina, concluyendo que la melatonina vy los
antagonistas de la CCK-A, son Utiles para controlar el crecimiento de las células del
cdncer de colon en cultivo, y la terapia combinada con ambas, aumenta
significativamente su eficiencia (Gonzdlez- Puga y cols., 2005).

Por ofra parte, en el cdncer de colon, estudios recientes sugieren que la
melatonina modula la actividad en procesos de autofagia e interactta con las
sirfuinas (con efecto pleirotépico en el desarrollo del cdncer), lo que demostraria
una accidn antioncogénica de la molécula (Moftilva y cols., 2011).

Oftros estudios sugieren que los receptores de melatonina, fanto de
membrana como nucleares, estdn implicados en las acciones oncostdticas de la
melatonina. Asi, la indolamina se une a receptores de las células T helper y
monocitos, estimulando la produccién de IFNy e interleuquinas 1, 2, 6 y 12, que a su
vez regulan la respuesta immune en situaciones de inmunodeficiencia. La
melatonina en este contexto también modula la expression de NF-kB, TNF-a, IL-1B y
STAT3. Y la activacién 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 la Tabla 5, se muestran ensayos clinicos en los que pueden estar
impicados en el aumento de la eficacia de la quimioterapia en el fratamiento del
cancer y en el aumento de a supervivencia. El co-fratamento con melatonna,
también reduce la toxicidad del tfratamiento de quimioterapia y radioterapia en
pacientes con CCR (Chen CQ Yy cols., 2011).
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Tabla 5. Ensayos clinicos en lo que se ha empleado melatonina para el tratamiento

del cdncer colorrectal

m- ENFERMEDAD ESTUDIO SieklE RESULTADOS
(mg/dia)

Lissoni y
cols.

Lissoni

Persson y
cols.

Correay
cols

Lissoni y
cols.

Lissoni y
cols.

Lissoni y
cols.

Bamniy
cols.

Lissoni y
cols.

18

152

30

25

50

Cdncer rectal

CRC

CRC

CRC

CRC

CRC

CRC

CRC

CRC

Aleatorizado con
melatonina,
melatonina+5-
metoxitriptamina o
melatonina+IL-2,5wk
Aleatorizado con
oxalaplatina/5-Fu o CPT-
11/FS/5-Fu con o sin
melatonina

Aleatorizado con aceite
de pescado o
melatonina (4semanas)

Aleatorizado con CPT-11
o CPT-11 con melatonina

Medicién diaria de
melatonina durante al
menos 2 mo

Aleatorizado con 5Fu/FS
o 5Fu/FS+melatonina; 5
ciclos de 28 dias

Aleatorizado con
melatonina o melatonina
+ aloe vera

Aleatorizado con BSC o
BSC combinado con
bajas dosis de IL-
2+melatonia; 2wk

Aleatorizado con IL-2 o IL-
2 con melatonina; 4 wk

20

20

20

20

20

20

40

40

Melatonina no tuvo
efecto sobre la
linfocitopenia inducida
por la radiaciéon

Melatonina disminuye
significativamente la
incidencia de
caqguexia,
frombocitopenia,
neurotoxicidad y
astenia

Melatonina no tiene
efectos en los
marcadores serolégicos
inflamatorios

Mayor control de la
enfermedad en el
grupo CPT-11 con
melatonina

Melatonina puede
controlar el crecimiento
del fumor,
disminuyendo la
secrecion de VEGF
Melatonina disminuye la
toxicidad y aumenta la
eficacia de 5Fu/FS en
quimioterapia

Melatonina+aloe vera,
estabilizan la
enfermedad y
aumentan la
supervivencia en
pacientes terminales
Bajas dosis de
melatonina+IL-2,
inducen regresion
tumoral y prolonga la
supervivencia como
segunda linea de
tfratamiento
Melatonina enlentece
la actividad de IL-2,
induce la regresiéon
tumoral, y prolonga la
supervivencia

*Extraido de Chen CQ, Fichna J, Bashashati M, Li YY, Storr M. Distribution, function and physiological role of
melatonin in the lower gut. World J Gastroenterol. 2011; 17(34): 3888-3898.
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Como se ha citado en el apartado de Introduccidn, la ET-1 estd implicada
en el crecimiento tumoral en diversos tipos de cdncer. Se trata de un péptido que
se encuentra elevado en el plasma de pacientes con tumores sdlidos, y es un
potente mitbgeno en una amplia variedad de células cancerigenas,
especialmente en tumores epiteliales (Reiter 2004).

En trabajos realizados en modelos de estudio no relacionados con cdncer,
se ha demostrado que la melatonina inhibe la expresion de ECE-1 (Kilic et al., 2003).
Ofras investigaciones han mostrado una clara implicacién de la ET-1 en los efectos
beneficiosos de la melatonina sobre la disfuncidn vascular durante el
envejecimiento (Rodella et al., 2011). Asi mismo, la melatonina ejerce un papel
protector ante fendmenos de isquemia a nivel hepdtico, mejorando la reperfusion
del tejido al mejorar el equlibrio enfre el NO (aumenta su biodisponibilidad) y la ET-1
(dismimuye su expresion) (Zhang y cols., 2006).

Por lo tanto, la ET-1 podria ser un mediador de los efectos oncostdticos de
la melatonina en el cdncer de colon. Es por ello, que nos propusimos abordar en
este estudio los siguientes objetivos:

1. Estudiar si la melatonina es capaz de inhibir el crecimiento e induce
citotoxicidad en lineas celulares establecidas de cdncer de colon.

2. Determinar la implicaciéon del sistema endotelina-1 en este proceso,
concretamente de edn-1y ECE-1.

3. Averiguar, si fuese el caso, el mecanismo por el que la melatonina regula la
expresion de ednl, teniendo en cuenta, tal y como se ha expuesto
antferiormente, que es capaz de regular en, determinadas condiciones, la
activacion de factores de transcripcion relacionados con el gen ednl,
como NF-kB, AP-1y FOXO1.
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1. Cultivos Celulares

Para este estudio se han utilizado dos lineas celulares establecidas de
colon: Caco-2 y T84, ambas fumorales. Todas ellas se han obtenido de la ATCC, a
través del Servicio de Cultivos Celulares del Centro de Instrumentacién Cientifica
de la Universidad de Granada.

Para su mantenimiento y propagacién, las células Caco-2, con cddigo
ATCC® HTB-37™, se han obtenido a partir de un varén adulto de 72 anos de edad
y raza caucdsica. Esta linea celular expresa la enterotoxina termoestable (Sta,
E.coli) y el factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Por otro lado, los genes que
expresan son para la queratina, proteina de unién dcido retfinoico 1 (RABP1) y
proteina de unidn a dcido retinoico 2 (RABP2) (Levin y Davis, 1997); ademds, es una
linea celular tumorigénica que forma adenocarcinomas moderadamente bien
diferenciados en ratones desnudos equivalentes a los adenocarcinomas primarios
de colon (grado Il) en humanos. Es ademds susceptible al virus de la
inmunodeficiencia humana fipo 1.

Las células T84, con cddigo ATCC® CCL-248™, se han obtenido a partir del
tejido metastdsico de pulmdn de un varén de 72 anos de edad con cdncer
colorrectal. La morfologia de estas células es epitelial y se han cultivado gracias a
sus propiedades adherentes. Por otfro lado, las células T84, se caracterizan porque
son células tfrasplantables via subcutdnea en ratones desnudos y pueden utilizarse
para transfeccién. Estas células expresan receptores de varios neurotransmisores y
hormonas peptidicas, el antigeno carcinoembrionario (CEA) y queratina.

Las lineas celulares Caco-2 y T84 sufren diferenciacidon esponténea a
enterocitos una vez que alcanzan confluencia y se incrementa con la duraciéon del
cultivo (Madara y cols., 1987; Hidalgo y cols., 1989). La mayoria de los estudios
relativos a las propiedades funcionales de estas dos lineas celulares, se realizaron
entre siete hasta frece dias después de haber alcanzado la confluencia en
monocapa (Grasset y cols., 1984;; Madara y cols., 1988; Matter y cols., 1990;
Jumarie y Malo, 1991; Hauri y cols., 1994). Debido a esto, en nuestro caso hemos
frabajado siempre con cultivos no confluentes.

En el caso de la linea Caco-2, varios autores han demostrado que el
nUmero de pases en cultivo influye en diferentes funciones y actividades de esta
linea. La expresion de marcadores tipicos de diferenciacién tales como la sucrosa-
isomaltasa y el transportador de glucosa GLUT-5 aumenta en los pases tardios. La
expresion del trasportador PepTl disminuye entre los pases 33-43. También se ha




MATERIALES Y METODOS

50

encontrado variabilidad en la expresion del ARNm de CYP3A4 entre los pases 36-88
(Sambuy y cols., 2005). En nuestro caso, hemos trabajado entre los pases 25-35.

Aunque inicialmente, estas lineas derivan de cdncer de colon no
mucinoso, pueden sinfefizar y segregar mucina, hayan alcanzado o no
diferenciacién espontdnea en cultivo. Por ello, estas lineas celulares pueden servir
como modelos in vitro para el estudio de la heterogenicidad y el control de la
expresidén de genes de mucina/apomucina (Nivy cols., 1992).

Las células Caco-2 cancerosas se cultivaron en medio MEN suplementado
con aminodcidos no esenciales al 5% (NEAA). Las células cancerosas T84 se
cultivaron en medio DMEN: F12 1:1. Cada suero contenia un 10% de suero bovino
fetal (FBS) y un 1% de antibidticos (pelicilina y estreptomicina). Todos los reactivos
del cultivo celular fueron adquiridos de Gibco-BRL (Gibco; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Las células se cultivaron a 37°C en un ambiente humedificado al 5% de
CO2.

2. Preparacion de melatonina y tratamientos

La melatonina de alto grado de pureza se obtuvo comercialmente de
Helsinn Quimica (Biasca, Suiza). Inicialmente se prepard una disolucion madre 400
mM en DMSO. El resto de diluciones se prepararon en medio de cultivo. En todos
los casos se han uliizado concentraciones comprendidas enfre 0.1-1 mM
(concentracion final en cultivo).

3. Estimacion de la viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular, tras someter a las células a los
distintos tratamientos, se emplearon dos técnicas diferentes: a) Ensayo
colorimétrico de MTT (Denizot y Lang, 1986); y b) Exclusion de azul tripdn.

3.1. Ensayo MTT

Este ensayo de viabilidad se basa en la reduccién de la sal de tetrazolio
(MTT) en azul formazdn por parte del enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa. La conversién sélo tiene lugar cuando las células estdn vivas y la
cantidad de formazdn producida es proporcional al nUmero de células presentes.

Para llevar a cabo el ensayo, las células se sembraron en placas de 96
pocillos a una densidad de 30.000 células/ml en el caso de las células tipo Caco-2
y a una densidad de 40.000 células/ml en el caso de T84 y FHC. Al dia siguiente, las
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células se trataron segun el protocolo correspondiente, de modo que el volumen
final de incubacién siempre fue de 100 ul. Acabado el tratamiento, se anadieron
10 yL de una disolucién 5 mg/ml de MTT en PBS estéril y se incubaron 4 horas a 37°C
en atmdsfera hUmeda al 5% de CO2. Pasado este tiempo, se anadieron 100 pl de
Tampdn de Lisis (20% SDS en 50% formamida, pH = 4.7) y la placa se mantuvo a
37°C en atmdsfera hUmeda al 5% de CO2toda la noche. Posteriormente, se evalud
la absorbancia respecto al control a 570 nm en un lector de placas (Triad
multimode reader).

3.2. Ensayo Azul Tripan

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de
300.000 células/ml. Transcurrido el tratamiento, las células se recogieron por
tripsinizacién, se lavaron y resuspendieron en 50 pl de PBS. A las células
resuspendidas se les anadié el mismo volumen de una disolucién de Azul Tripdn al
0.4% y se incubaron durante 5 minutos. Pasado este tiempo, las células se contaron
en un hemocitémetro.

Las células que aparecen tenidas de azul poseen roturas en la membrana
plasmdtica que permiten la difusién del colorante al interior de la célula, mientras
que las células vivas aparecen no teAidas.

4. Determinacion del ciclo celular

El andlisis del ciclo celular se realizd mediante la solucidon de PI/RNase
(Immunostep, Salamanca, Spain). El Yoduro de Propidio (Pl) es la tincion que mdas
se utiliza para la molécula de ADN y que permite el andlisis del ciclo celular
mediante citometria de flujo. El Pl también se une a las mdleculas de ARN, que son
eliminadas mediante la adicion de nucleasas (ARNasas). De esta manera, la
cuantificacion del contenido del ADN, nos permitid conocer la distribuciéon de una
poblacién de células a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular, de manera
qgue la cantidad de IP es directamente proporcional a la cantidad de ADN. El
andlisis del ciclo celular se representdé en histogramas de intensidad de
fluorescencia para sondas especificas de ADN.

Ademds de la solucidon de PI/RNase, se ha utilizado 100 ml de PBS y 0,09%
de NaNsz, a un pH de 7,2.

El protocolo consistid, en primer lugar, en centrifugar una poblacién de
2x10% a 1x10¢ células durante 5 minutos a 300 g, a confinuacién se retird el
sobrenadante y se resuspendid el precipitado en el liquido residual. Posteriormente
se fijaron las células mediante la adicién de 200 pl al 70% de etanol, agitando
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lentamente. Se dejaron las células en el etanol a -4°C durante 30 minutos. A
continuacién, se lavaron en 2 ml de solucidn de PBS con un 2% de BSA. Se
centrifugaron las células durante 5 minutos a 300 g y se elimind el sobrenadante.
Igualmente, se resuspendid el precipitado en el liquido residual. Finalmente se
anadié 0,5 ml de solucidn de PI/RNase, se mezcld y se incubd durante 15 minutos a
la temperatura previa al andlisis. Después de la incubacion, se analizé el contenido
mediante citometria.

5. Exiraccion de ARN

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

a) Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos a una densidad de 300.000
células/pocillo. Transcurrido el tratamiento, se aspirdé completamente el
medio de cultivo, se realizé un lavado con PBS y se lisaron directamente
en los pocillos con 500 ul de tampdn RLT. El producto de lisis se arrastré con
rasqueta y se recogié con una pipeta en un tubo eppendorf (1.5 ml)
asegurdndonos que no se producian grumos.

b) Allisado anterior se le anadieron 500 pl de etanol al 70% para homogenizar
el lisado, mezclando suavemente con la pipeta.

c) Seguidamente, se transfirieron 700 yl 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 fubo de 2 ml se desechd.

d) A la columna se le anadieron 700 yl de tampdn RW1 y se centrifugd
durante 15 segundos a 10.000 rom para lavar la membrana de la columna.
Desechar el liquido recogido en el tubo colector.

e) Se anadieron 500 ul de tampdn RPE (al 80% de etanol) a la columna y se
centrifugd durante 15 segundos a 10,000 rom, para lavar la membrana de
la columna.

f)  Posteriormente, se reemplazé el tubo colector por uno nuevo vy se eluyd 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 determind por espectrofometria UV en un
nanodrop (IMPLEN).
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6. Sintesis de ADNc

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

7. PCR atiemporeal

Unos 5 ul de ADNc se amplificaron durante 40 ciclos con primers
especificos para ubiquitina C (UBC), edn-1, ECE-1, AA-NAT y ASMT (Tabla 6). Las
reacciones de PCR que contienen la mdlecula 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 amplificacién de UBC se
utilizé como estdndar interno de ARNm para normalizar las diferencias en
concentracién de la muestra y de la carga. Se construyeron curvas de calibracién
para cada uno de los genes de estudio mediante el frazado de los valores de Ct
frente a diluciones de ADNc conocidas. Después de cada experimento se realizé
electroforesis en gel de agarosa de cada muestra, para descartar los productos de
PCR no especificos y los dimeros de los primers.

Tabla 6. Cebadores utilizados en este estudio

TAMANO

CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO PRODUCTO

PCR (PB)
PpET1 = caaggcaagccciccagagagegtiaigig — ftctgectgagaggtccatigtcatccccag | 309
ECE-1 accagaactgggtgaagaagaacg ttaccagacttcgcacttgtga 269

AA-

NAT tccectgecagtgagtttcgetgectcac tgtcccagagcgagecgatgatgaagge 206
ASMT cafgactgggcagacggaaa gttagttccaggtcacaagaaacagtt 300
UBC tgggatgcaaatcticgtgaagaccctgac accaagtgcagagtggactctitctggatg | 213

Implicacion de la endotelina-1 en el mecanismo de inhibicion del crecimiento de cdncer de colon por la melatonina
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8. Determinacién de concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas de las muestras se determind siguiendo el
método colorimétrico de Bradford. Se basa en la formacién de un compuesto
coloreado entre el azul comassie y las proteinas, que se caracteriza por presentar
un maéximo de absorcidn a 595 mm y un alto coeficiente de extincidn molar, lo que
permite una elevada sensibilidad en la determinacién.

El reactivo de Bradford se prepard disolviendo 100 mg de azul comassie G
250 en 50 ml de etanol 96% y anadiendo 100 ml de dcido ortofosférico 85% y
cantidad suficiente de agua destilada hasta un volumen final de 1 litro.

8.1. Preparacion de la muestra

Se prepard una disoluciéon patrén de albumina en agua destilada y distintos
estdndares de concentracion creciente de albumina (0-250 pg/ml). Paralelamente
las muestras problema se prepararon con una dilucion adecuada. Se anadid a
todos los tubos (estdndares y muestras) 1 ml de reactivo de Bradford, diluido 1:5. Se
incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 595
nm en un espectrofotdbmetro con lector de microplacas (Bio-Tec-PowerWavey).

La concentracion de proteinas de la muestra problema se obtuvo
interpolando su valor de absorbancia en la curva patrén obtenida (coeficiente
correlacién 0.99 +/- 0.01) y multiplicando posteriormente por el factor de dilucién
aplicado en cada caso. Los valores de concentracion de proteinas se expresan en
mg/ml.

9. Western Blotting

Las células fueron despegadas mediante raspado mecdnico y se lavaron
con una disolucién de PBS a 4°C. Posteriormente se resuspendieron en 50 ul de
tampdn de lisis por cada 500.000 células (tampdn RIPA e inhibidores de fosfatasas y
proteasas), durante 30 minutos a 4°C. Los restos membranosos y de ADN se
eliminaron por centrifugacion y en el sobrenadante se cuantificaron la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford. Una vez igualada la
concentfracién a 50 ug para cada muestra, se anadié tampdn de carga de
proteinas (50 nM Tris-HCL pH 6.8, 6M ureaq, 6% B-mercaptoetanol, 3DS, 0.003% azul
de bromofenol) y las muestras se calentaron a 95°C durante 3-5 minutfos.
Posteriormente se realizd una electroforesis en gel de SDS-poliacriiamida para
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separar las proteinas, que después se fransfiieron a una membrana de PVDF
(Immobilon, Millipore) mediante la técnica de fransferencia semiseca con el
sistema Trans-Blot SD (Bio-Rad) a 100 mA durante 45 minutos. Para disminuir la
fijaciéon inespecifica de anticuerpos, la membrana fue blogueada con una
solucion de leche en polvo al 5% en tampdn TBS al 0.1% de Tween-20 durante 30
minutos y posteriormente incubada durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
correspondienfe: ECE-1 (1:1000, Abcam), ETRA (1:1000, Abcam), ETRB (1:200,
Abcam), NFkB (1:200, Santa Cruz Biotechnology), pNF-kB (1:1000; Becton Dikinson),
FoxO1 (1:1000, Cell Signaling), pFoxO1 (1:200, Santa Cruz Biotechnology), AP-1
(1:200, Santa Cruz Biotechnology), pAP-1 (1:200, Santa Cruz Biotechnology), p38-
MAPK (1:000, Cell Signaling), Akt (1:1000, Becton Dikinson), Erk (1:1000, Cell
Signaling), Src (1:1000, Cell Signaling), pp38-MAPK (1:2000, Cell Signaling), pAkt
(1:2000, Cell Signaling), pErk (1:2000, Cell Signaling), pSrc (1:1000, Cell Signaling) y B-
actin (1:200, Santa Cruz Biotechnology). Tras esta incubacidn, se retird el anticuerpo
primario y la membrana se lavd 3 veces durante 5 minutos con tampdn TBS/Tween
0.1%. Finalmente, la membrana se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario correspondiente marcado con peroxidasa HRP (Bio-
Rad Laboratories, Inc., USA). Posteriormente se procedié a un ciclo de tres lavados
con tampdn TBS/Tween 0.1%, y las bandas fueron visualizadas usando el programa
Quantity One 4.6.8 (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

10. Medida de los niveles de ET-1

Los niveles de ET-1 se midié con Kits de inmunoensayo de ELISA (Enzo Life
Sciences Inc., referencias ADI-900-020A y ADI-900-022, respectivamente), que
permite la determinacién cuantitativa de ET-1 en medio condicionado.

Las muestras y los patrones (0.78-100 pg/ml) se anadieron a los pocillos de
una placa de ELISA recubiertos con un Ac monoclonal especifico y a
contfinuacioén, se incubd toda la noche a 4°C. Tras lavar la placa con disolucién de
lavado, se incubd con el anticuerpo monoclonal especifico para ET-1, pero ahora
unido a HRP. Una vez eliminado el exceso de anticuerpo, para el revelado de la
placa se anadié una disolucidn de sustrato TMB (tetrametilbenzidina), que generd
un color azulado. Por Ultimo se anadid la disolucion de parada (&cido sulfurico TN)
para detener la reaccioén del sustrato y el color amarillo resultante se leyd a 450 nm.
La cantidad de senal es directamente proporcional al nivel de ET-1 de la muestra.
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11.Inmunoflorescencia

Las células se cultivaron en placas de seis pocillos y se fijaron con metanol
y acetona en hielo (1:1) durante 15 minutos después de los fratamientos. Las
células fijadas, fueron lavadas 3 veces con PBS Tween 20 al 0,1%, y se incubaron
durante la noche a 4°C con anticuerpos de conejos policlonales primarios (dilucion
1:200) confra fosfo-FoxO1 (Santa Cruz Biotechnologhy), FoxO1 (Tecnologia de
Senalizacion Celular), NF-kB (pé5) (Santa Cruz de Biotecnologia) y fosfo- NF-kp pé5
(Becton-Dickinson, NJ, USA). Al dia siguiente, las células se lavaron 3 veces con PBS
Tween 20 al 0,1%, y se incubaron con antficuerpos secundarios (Alexa Fluor 586-
conjugated 1gG; Molecular Probes, Eugene, OR) durante 1 hora, a temperatura
ambiente. La tincién nuclear se realizé mediante la incubacién de las células con
IP (Molecular Probes). La inmunotincién se visualizdé con microscopio Idser con focal
Espectra Leica.

12. Medida de los niveles de AMPc

Los niveles de AMPc, se midieron mediante un Kit de inmunoensayo de
ELISA (Assay Designs Inc., Ann Harbor, MI) competitivo que permitié su
determinaciéon cuantitativa mediante el uso de patrones adecuados (0-20
pmol/ml). Para ello, las células se sembraron en placas de é pocillos a una
densidad de 300.000 células/pocillo. Una vez tratadas, se lisaron con 250 pl de HCI
0.1 N durante 1 hora a 37°C. Para asegurar una lisis uniforme las células se
inspeccionaron al microscopio. Posteriormente, las células se centrifugaron a 600 g
para sedimentar los restos celulares y el sobrenadante se utilizd directamente para
su posterior andlisis.

Para conseguir la cuantificacién de los niveles intracelulares de AMPc, se
procedié a la acetilacidon de muestras, patrones y blancos, con una disolucién al
33% de anhidrido acético en trietilamina, lo que aumentd la sensibilidad del ensayo
unas 10 veces. La reaccién de acetilacion es muy rdpida, por lo que las muestras
acetiladas se usaron inmediatamente.

Para la redlizacién del ensayo, los patrones y las muestras se afadieron a
una placa de ELISA con los pocillos recubiertos con un anticuerpo IgG GXR anti-
conejo.

A continuacion se anadié una disolucidén azul de AMPc conjugado con
fosfatasa alcalina, seguido de una disolucién amarilla con anticuerpo policlonal de
conejo para AMPc. Después de 2 horas de incubacién a temperatura ambiente, la
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placa se lavd adecuadamente y después se anadid el sustrato pNPP que formd un
color amairillo.

La placa se leyd en un lector de placas (Triad multimode reader) a 405 nm.
La cantidad de AMPc se estimd por interpolacién de los datos de absorbancia de
las muestras en la recta de calibrado.

13.Medida de la actividad de PKA y PKC

La determinacion cualitativa de la proteina quinasa C (PKC) y de la
proteina quinasa A (PKA), se redlizd utilizando el kit denominado Calbiochem®
Proteina Ensayo de quinasa, no radiactivo. Es importante tener en cuenta que la
traslocacion de PKC desde el citosol a la membrana, es una caracteristica de la

activacion de PKC para la mayoria de sus isoformas. Desde este kit, medimos la
PKC citosdlica, en lugar la PKC asociada a membrana.

Para la realizacién del ensayo las células se cultivaron en placas Petri que
tras los fratamientos se recogieron el PBS frio. Se utilizaron al menos 1.0 x 107 células
por ensayo, aunque para la determinacién de la actividad especifica final, los
resultados se normalizaron mediante medida de la concentracion de proteinas por
el método Bradford descrito anteriormente. La lisis celular se realizé rdpidamente
mediante fratamiento con ultrasonidos (Bandelin sonoplus, Bandelin Electronics,
Berlin) durante 4-5 veces, durante 10 segundos cada uno. Tras centrifugacion, a
100.000 g durante 60 minutos a 4°C, para la obtencién del citoplasma puro, se
recogid el sobrenadante. En este paso es importante no congelar el sobrenadante,
que puede utilizarse dentro de las 72 horas tras su obtencién sin pérdida de calcio.

El tampdn de reaccion para la determinacién de PKA consistid en 50 mM
de Tris-HCI, 50 mM de B-mercaptoetanol, 3 mM MgClz, 0.1 mM ATP, 2 mM AMPc, 10
mM de EGTA, 10 mM de benzamidina, 5 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, pH 7. En el
caso de la PKC el tampdn de reaccidon consistié en 50 mM de Tris-HCI, 50 mM de B-
mercaptoetanol, 3 mM MgClz, 2 mM CaClz, 0.1 mM ATP, 50 pg/ml fosfatidilserina, 10
mM de EGTA, 10 mM de benzamidina, 5 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, pH 7. En
ambos casos se realizdé un blanco de reaccién para cada muestra sin AMPc en el
caso de la PKA y sin CaClz ni fosfatidilserina en el caso de la PKC.

El método de deteccidn final se basa en la técnica de ELISA. En una placa
de 96 pocillos se anadieron las muestras mezcladas previamente con el tampdn de
reaccion apropiado para cada determinacién. La mezcla se transfirid a una placa
de ELISA con los pocillos recubiertos de un pseudosustrato susceptible de ser
fosforilado por las enzimas activas. Posteriormente se anadid, un anticuerpo
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monoclonal biotinilado, que reconoce la forma fosforilada del pseudosustrato, y
que se detectd utilizando estreptavidina conjugada con HRP. El revelado se realizd
anadiendo una disolucién de o-fenilendiamina a cada pocillo. El color resultante
fras la reacciéon se midid a 492 nm. Y la actividad de PKC y PKA resultante es
directamente proporcional a la intensidad del color.

14. Muestras humanas de CCR

El Comité de Etica del Hospital Universitario San Cecilio, aprobé el estudio
de muesfras humanas de CCR, y fodos los pacientes dieron su consentimiento
informado (Apéndice 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 investigaciéon 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-Tek! (Opfimal Corte compuesto Temperatura, Sakura Finetek Europa B.V.,

Zouterwoude, Paises Bajos), por métodos estédndar.

Los ARNm de NAT, END1 y ECE-1, se evaluaron en el fejido tumoral y
mucosa normal adyacentes de 119 pacientes (edad media 71 + 14 anos) que se
sometieron a cirugia para tratamiento de CCR primario esporddico. Las
caracteristicas de los pacientes se muestran en la tabla 3. La normalizacién de
resultados se realizd utilizando los genes TBP y UBC como housekeeping. La
extraccidén de ARNm se realizd de acuerdo a la seccidén 5 de este apartado. Los
valores de Ct obtenidos mediante PCR a tiempo real (Seccidén 6 de este apartado
de Materiales y Métodos) mediante curvas patrén realizadas a tal efecto para
cada gen.

En relacién con la estadificacion del tumor (clasificados de acuerdo con la
nomenclatura TNM), las muestras se agruparon en precoces (estadios | y ) y
tumores avanzados (estadios lll y IV), porque no se encontraron diferencias en los
pardmetros analizados para cada grupo por separado.



Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes
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1. Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en
lineas establecidas de cdancer de colon en cultivo

Para este estudio se han utilizado dos lineas tumorales establecidas de
cdncer de colon, Caco-2 y T84, que se han cullivado en presencia de
concentraciones crecientes de melatonina (0-1 mM) durante tres dias. Mediante
ensayo MTT se observa que la melatonina inhibe el crecimiento de estas células
fumorales en cultivo (Figura 9).
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Figura 9. La melatonina inhibe el crecimiento de las células
de cdncer de colon Caco-2 y T84. Para estos estudios de
crecimiento celular, las células se trataron con DMSO o
concentraciones crecientes de melatonina (desde 0.1 hasta
I mM, concentraciones finales en el medio de cultivo) en
DMSO. Tras 72 horas de tratamiento, se realizd el ensayo MTT,
tal y como se ha descrito en la seccion Materiales y Métodos.
Los datos representan media £ EEM de tres experimentos por
cuadruplicado.*P<0,01 vs confrol; **P<0,001 vs conftrol.

En Caco-2, se observa efecto inhibidor a partir de 0.25 mM y a la mdxima
concenfracion (1 mM) la inhibicidn es inferior al 50%. En T84, sin embargo, aparece
un efecto significativo a partir de 0.1 mM y a la mdxima concentracién de
melatonina la inhibicidon llega a ser del 68.81%. Por lo tanto, las células T84
mostraron la mayor sensibilidad a la melatonina, pero, también, las células Caco-2
son sensibles a concentraciones farmacoldgicas del indol.

Existe, ademds, un efecto dosis-respuesta claro en ambas lineas celulares,
sin signos de citotoxicidad después del tratamiento con melatonina, como se
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observa tras el ensayo de exclusion con azul tripdn (Figura 10). El nUmero de células
viables fue similar en todas las dosis de melatonina analizadas, tanto en células
Caco-2 (9542 £ 0,85% en 0,5 mM de melatoning; 93,36 = 0,98% a 1 mM de
melatonina), como en T84 (92,95 +0,76% en 0,5 mM de melatonina; 94,28 + 0,88% a
1 mM de melatonina).
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Figura 10. Andlisis de la viabilidad de las células Caco-2 y T84 por tripan blue tras
el tratamiento con dosis crecientes de melatonina. Para estos estudios de
crecimiento celular, las células se trataron con DMSO o concentraciones

crecientes de melatonina (desde 0.5 hasta 1 mM, concentraciones finales en el

medio de cultivo) en DMSO. Tras 72 horas de tratamiento, se realizé el ensayo
Tripan Blue, tal y como se ha descrito en la seccion Materiales y Métodos. Los
datos representan media * EEM de fres experimentos por duplicado. *P<0.01 vs
control; P<0.001 vs control".
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La distribucién del ciclo celular fras el tratamiento con melatonina se ha
evaluado mediante citometria de flujo (Figura 11). El tratamiento con melatonina 1
mM durante 72 horas induce la acumulacién en fase G2/M del ciclo en Caco-2
(24.25 + 0.85% de las células tratadas con melatonina en G2/M frente a 15.30
0.21% de las células control en la misma fase) y 184 (27.25 + 1.62% de las células
tratadas con melatonina en G2/M frente a 16.55 £ 1.76% de las células control en la
misma fase). El fratamiento con melatonina también produjo un descenso del
nUmero de células en fase S en Caco-2 (7.20 + 0.84% en el grupo tratado con
melatonina frente a 12.50 £ 0.13% en las células control) y T84 (13.9 = 0.25% en el
grupo tratado con melatonina frente a 19.45 + 0.61% en las células control). Ofras
concentraciones de melatonina no produjeron ninguna variacion en la distribucién
del ciclo celular. Estos resultados indican que el fratamiento con melatonina 1 mM
inhibe la progresidon celular desde la fase G2/M hacia la fase G1, o lo que es lo
mismo, provoca parada en la fase G2/M.
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Figura 11. El ciclo celular se analizé mediante citometria de flujo. Los resultados
representan la distribucion celular en las diferentes fases del ciclo celular tras el
tratamiento con melatonina 1 mM durante 72 horas y representan la media £ EEM
de dos experimentos realizados por duplicado. **P<0.001 vs Confrol.
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2. Efecto de la melatonina sobre el eje endotelina-1 en lineas
celulares establecidas de cdancer de colon

Para estudiar el efecto de la melatonina sobre el eje endotelina, hemos
examinado la expresidon de edn-1y ECE-1 vy los niveles de ET-1 en las lineas celulares
Caco-2 y 184 tras el fratamiento con diferentes concentraciones de melatonina (0-
1 mM). EI RNA total, los lisados de proteinas o el medio condicionado se recogieron
tras el tratamiento con melatonina durante distintos tiempo (0-72 horas). Antes de
los tratamientos, las células se mantuvieron toda la noche en cultivo con medio sin
suero. Todos los fratamientos se realizaron en medio sin suero. Como puede verse
en la Figura 12, la melatonina induce inhibicidn transitoria de la expresidon del ARNm
de edn-1 en las dos lineas celulares estudiadas. En Caco-2, la inhibicidén resultd
significativa desde Thora de tratamiento hasta las 48 horas, mientras que en 784 la
inhibicién fue significativa a partir de los 15 minutos y hasta 1 hora de tratamiento.
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Figura 12. Expresion de edn-1 de las células Caco-2 y 784 tras el tratamiento
con melatonin. Cells se sembraron en placas de 6 pocillos, cultivadas en medio
sin suero durante toda la noche e incubadas con melatonina 1 mM hasta 72 h.
Los lisados se utilizaron para analizar los niveles del ARNm de edn-1 frente alas

células no tratadas. *P<0.001 vs a las células no tratadas.
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La inhibicidon de la expresibn del ARNm de endl por la melatonina es
también dosis-dependiente (Figura 13). Las células Caco-2 se incubaron con
diferentes dosis de melatonina (0.1-1 mM) durante é horas. La inhibicion empieza a
ser significativa a partir de 0.25 mM de melatonina (P<0.05).

150 El Control
3 Mel

100 |

end1 (Niveles ARNm)

0.1 0.25 0.5

Concentracién Mel (mM)

Figura 13. Efecto de dosis crecientes de melatonina sobre la expresion
del ARNm de end] en células Caco-2. Los datos representan la media
SEM de fres experimentos por duplicado. *P<0.05 vs control; **P<0.01 vs
control.

En las mismas condiciones de trabagjo, no se observa inhibicién de la
expresion del ARNm de ECE-1 a ninguno de los tiempos estudiados ni en Caco-2 ni
en T84 (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la melatonina sobre la expresion del ARNm en
células Caco-2 y en T84. Las barras verticales representan la media de
fres experimentos por duplicado + EEM.
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No obstante, la melatonina inhibe la expresidon de la proteina ECE-1 en las
dos lineas celulares de una forma tiempo-dependiente a la concentracion de 1
mM (Figura 15A). En el caso de la linea Caco-2, la inhibicién de la expresidon de la
proteina puede verse a partir de las 24 horas de fratamiento, mientras que en el
caso de la linea T84, la inhibicion comienza a partir de las 6 horas (Figura 15A). El
efecto de la melatonina sobre la expresion de ECE-1 es, ademds, dosis-
dependiente (Figura 15B), siendo efectiva tal inhibicion a partir de la
concentracién 0.25 mM de melatonina.

Caco-2
12 h 24 h

c M C M C M C M

T30 KD | — | - ECE-1
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2h 6h 24 h 72 h

c M C M C M C M

130kD | S ! [ S . cc:-
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Figura 15A. Expresidon de ECE-1 en Caco-2 y T84 a diferentes tiempos tras el
tratamiento con melatonina 1 mM. C: control; M: melatonina 1 mM.

Melatonin (mM)

C 0.25 0.5 1

m i s | ECEA

—— ——| Actin

Figura 15B. Expresidon de ECE-1 en Caco-2 a las 72h tras el
tratamiento con diferentes dosis de melatonina
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El tratamiento con melatonina también condujo a una inhibicidn tiempo-
dependiente de los niveles de ET-1 en medio condicionado en las dos lineas
celulares analizadas (Figura 16). La ET-1 presenta el mismo patrén de inhibicion que
el ARNm de edn-1 en Caco-2 y T84, a pesar de que la melatonina inhibe la
expresidon de la proteina de ECE-1, lo que indica que el procesamiento de la big-ET-
1 en nuestro modelo de estudio se debe a ofra endopeptidasa diferente de ECE-1,

lo que se discutird mds adelante.
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Figura 16. Los niveles de ET-1 se analizaron en medio
condicionado tras el fratamiento con melatonina 1 mM durante
diferentes tiempos. **P<0.001 vs control.
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3. Mecanismo de inhibicion del gen edn1 por la melatonina

Debido a que los niveles de ET-1 en medio condicionado dependen de la
expresion de end-1 tras el tratamiento con melatonina, hemos estudiado el
mecanismo por el que la melatonina induce este efecto.

FoxO-1, NFkB y AP-1 son factores de transcripcidon implicados en la
regulacién de la expresion de edn-1, tal y como se ha detallado en la
infroduccién, que se han visto regulados en diferentes modelos de cdncer y
toxicidad por la melatonina (Liu S y cols., 2013; Garcia-Santos G y cols., 2012; Koh
PO 2012).

3.1. FoxO-1

Se han determinado los niveles de fosforilacién de FoxO1 en lisados totales de
ambas lineas celulares. El tfratamiento con melatonina 1 mM  aumentd
significativamente la fosforilacién de FoxO1 en la posicidn Ser256 de forma tiempo
dependiente con un efecto mdximo a los 60 minutos en Caco-2 y a los 15 minutos
in T84 (Figura 17).

Caco-2 T84
Tiempo (min) Tiempo (min)
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wko | T R ——

Figura 17. Indgenes de western blotting de FoxO1 y pFoxO1 (Ser256) en lisados celulares
de Caco-2 y 184 tras el tratamiento con melatonina TmM a diferentes tiempos.

Uno de los mecanismos que regulan la funcién de FoxO1 implica su exclusion
nuclear en respuesta a la fosforilacidn de los residuos Ser256, Ser319 y Thr24 por Akt,
SGK o PKA (Acciliy Arden, 2004; Park y cols., 1999; Lee y cols., 2011). Por ello, hemos
analizado el efecto del tratamiento con melatonina sobre la localizacién
subcelular de FoxO1 utilizando la técnica de inmunohistoquimica. El tratamiento
de Caco-2 (Figura 18) y T84 (Figura 19) con melatonina TmM durante 60 o 15
minutos, respectivamente, aumenta significativamente la cantidad de FoxOl
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fosforilado en el citoplasma de las células y provoca la exclusidén nuclear de FoxO1
en las dos lineas celulares analizadas.

CACO-2
Nuclei (IP) Green Merge
VEHICLE
pFoxO1
IMELATONIN
VEHICLE
FoxO1
IMELATONIN

Figura 18. Las células Caco-2 se frataron con vehiculo o melatonina 1 mM durante
60 minutos. Después las células se incubaron con un anticuerpo frente a fosfo-
FoxOl o frente a FoxO1, como se ha descrito en Materiales y Métodos.
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T84

Nuclei (IP) Green Merge

VEHICLE

pFoxO1

MELATONIN

- . .
FoxO1
o . .

Figura 19. Las células T84 se trataron con vehiculo o melatonina 1 mM durante 5

minutos. Después las células se incubaron con un anticuerpo frente a fosfo-FoxO1 o
frente a FoxO1, como se ha descrito en Materiales y Métodos.

Para determinar las vias intracelulares implicadas en la fosforilacion de FoxO1l
por la melatonina, las células Caco-2 se frataron durante 1 hora con diferentes
inhibidores quimicos antes del tratamiento con melatonina 1 mM durante 60
minutos. Los inhibidores que se utilizaron fueron:

e  Worthmanina (inhibidor de Pl 3-quinasas/Akt) 100 nM.
e HB89 (inhibidor de PKA) 25 uM.

e  SB203580 (inhibidor de p38 MAPK) 10 uM.

e PD98059 (inhibidor de Erk) 25 uM.

e PP2 (inhibidor de Src) 1 uM.
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Como se observa en la Figura 20, el pretratamiento con H89 o PP2 bloquea la
fosforilacién de FoxO1 por la melatonina. Por el contrario, el pretratamiento con
PD98059, Worthmanina o SB203580, no afectd a la capacidad de la melatonina
para estimular la fosforilacion de FoxO1.

Melatonina

Veh Veh H89 W SB PD  PP2

pFOXO1 (Ser256) __— - — A —— -
FOXOI - - - —— S ——
B-actina — e —— — —

Figura 20. Western blotting de de FoxO1 y pFoxO1 (Ser256) de los lisados totales celulares
de Caco-2

La exclusion nuclear de FoxO1 inducida por el tratamiento con melatonina 1
mM durante 60 minutos fambién puede ser bloqueada por el pretratamiento de las
células Caco-2 con H89 o PP2 (Figura 21).
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FoxO1

VEHICULO

VEHICULO

H89

MELATONINA

PP2

Figura 21. Las células Caco-2 se trataron con 1 mM de melatonina durante 60
minutos. Algunas células se trataron previamente durante 1 hora con H89 (25
UM) o PP2 (TuM). Las células se incubaron frente a un anticuerpo ant- pFoxO1 o
anti- FoxO1 como se describe en “Materiales y Métodos”.

Debido a que el inhibidor H89 puede tener ofras acciones no especificas,
ademds de la inhibicién de la PKA, se determind la actividad de PKA en las
fracciones citosdlicas de Caco-2 y T84 tratadas con melatonina 1 mM durante
diferentes tiempos. Mediante la técnica de ELISA y con un sustrato especifico de
PKA, se encontrd que el tratamiento con melatonina induce un aumento tiempo-
dependiente en la actividoad de PKA basal (Figura 22A). Dado que el AMPc
infracelular es un activador de la PKA, también se evalud la capacidad de la
melatonina para aumentar los niveles de AMPc (Figura 22B).
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Figura 22. Niveles de PKA y actividad AMPc tras el fratamiento
con melatonina en células Caco-2 y T84.

Cuando las células Caco?2 y T84 se frataron con melatonina 1 mM, se
observé un aumento de los niveles de AMPc intracelular de forma tiempo
dependiente en ambas lineas celulares. El fratamiento con IBMX 0.5 mM se usé
como control positivo (datos no mostrados) en el andlisis de PKA y AMPc.

Todos los datos anteriores, sugieren que la melatonina estimula la
activacion de PKA en células de cdncer de colon a través de un mecanismo que
probablemente implica un aumento de las concentraciones intracelulares de
AMPcC.
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A pesar de que PP2 se utiliza como inhibidor de selectivo de la ruta Src,
recientemente se ha demostrado que puede inhibir otras kinasas con una afinidad
similar (Brandvold y cols., 2012). Para determinar si la via Src estd implicada en el
micanismo de fosforilacién de FoxO1 por la melatonina, hemos medido, mediante
western blotting, Src fosforilado tras el fratamiento. Efectivamente, se induce un
aumento de la fosforilacion de Src tiempo dependiente en ambas lineas celulares.
El tiempo en el que se produce dicho aumento estd relacionado con los tiempos
en los que se produce un aumento de la fosforilacion de FoxO1l en ambas lineas
celulares (Figura 23).

Caco-2 T84
Tiempo (min) Tiempo (min)
0 15 30 60 120 0 5 15 30 60
60kD|———--—--—'-—"’_'| pSrc ‘__.—-———""—‘

40 kD|

acting s v — — - |

Figura 23. Expresién de pSrc tras el tratamiento con melatonina | mm
en Caco-2 y T84.

Se ha descrito que pSrc puede actuar a través de AKT o ERK (Zang and Yu,
2012). En nuestro caso, ambas vias se inhiben tras el tratamiento con melatonina
(Figura 24), lo que implica que pSrc podria actuar a través de una cascada
diferente, como ya ha sido descrito (JBC 2000).

Tiempo (min)

0O 30 60 120 240

GOKD | S— — | PAKT
60 kD ‘ C— | AKT
60 kD | ¢ LA : | pERK
sowo [ . | Erc
40 kD ’ | actina

Figura 24. Imagen de Western blotting en Caco-2 de la exprsion
de AKT, Pakt, ERK y pERK tras el fratamiento con melatonina 1
mM en Caco-2.
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Aungue la PKA puede fosforilar directamente a FoxO1 (Lee y cols., 2011),
algunos autores han postulado que Src podria activarse directamente por la via
CAMP/PKA (Fredriksson y cols., 2000). De acuerdo con esto, hemos estudiado si la
melatonina fosforila FoxO1 a través de la via cAMP/PKA/Src incubando las células
Caco-2 con melatonina y H8% al mismo tiempo. Analizando la expresién de pSrc en
estas condiciones (Figura 25), se observa que el pretratamiento con H89 produce
menor expression de pSrc que el encontrado en células tratadas con melatonina
sola. Por lo tanto, podemos concluir que la melatonina fosforila FoxO1 a través de
la via cAMP/PKA/pSrc.

Veh M M+H89
pSrC T — A —
pFoxO‘I - — -

[S-dcﬁno =

Figura 25. Western blotting de la expression de pSrc,
pFoxO y B-actina en células Caco-2 tratadas con
melatonina 1 mM durante 60 minutos, con o sin
pretratamiento durante ofros 60 minutos con H89 5 uM.
Veh, vehiculo.

3.2. NF-KBY AP-1

Hemos estudiado la implicacién de los factores de transcripcidon NF-kp vy
AP-1 en el mecanismo de inhibicion del gen edn-1 por la melatonina, ya que se ha
visto que estdn implicados en las acciones oncoestdticas y neuroprotectoras de la
indolamina (Martin y cols., 2006; Luchetti y cols., 2010).

El fratamiento con melatonina T mM en células Caco?2, produce una
disminucién de la expresion de NF-kB (pé5) fosforilado en la posicidn Ser256, de
manera tiempo dependiente, siendo visible desde la media hora de tratamiento
hasta las 24 horas. Sin embargo, la expresion de AP-1 (c-jun) fosforilado, en la
posicidn Ser243, no se ve afectada (Figura 26).
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Figura 2. Western blotting que muestra los niveles de proteinas NF-k3
(p65), PNF-kB (P65 en Ser 529), AP-1 (c-jun), pAP-1 (pc-jun en Ser243)
y pactina (house keeping), en células Caco-2. Las células se privaron
de suero durante la noche y se trataron con ImM de melatonina
durante 72 horas.

Por técnicas de inmunofluorescencia, se ha estudiado también la
distribucion subcelular de NF-kp y AP-1 fras el tratamiento con melatonina en
nuestro modelo de estudio. La dosis de melatonina de 1 mM, durante 6 horas,
induce un aumento de los niveles de NF-kP a nivel citoplasmdatico, mientras que las
concenfraciones nucleares de NF-kB fosforilado disminuyen (Figura 27). En el caso
de Ap-1, no se produce ningun cambio en su distribucién tras el tratamiento con
melatonina a las 6 horas, ni tampoco en la distribucién de la forma fosforilada en el
residuo Ser243. Este mismo experimento se repitié a otros tiempos, en los que
tampoco se observd ningun cambio, aungque los datos no aparecen mostrados.
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Figura 27. Células Caco-2, fratadas con melatonina TmM durante 6 horas y tras inmunotincién
con Ac anti NF-kB (p65), pNF-kB (p65 en Ser 529), AP-1 (c-jun), pAP-1 (pc-jun en Ser243) como
se describe en “Materiales y Métodos”

Para comprender mejor el mecanismo implicado en la inactivacion de NF-
kB por la melatonina, se estudiaron los niveles de ERK fosforilado y Akt, puesto que
se ha descritfo que la actividad de NFkB puede estar modulada por ambas
quinasas en el cdncer colorrectal (Zhang y cols., 2011). El tratamiento con
melatonina a concentraciones de 1 mM, inhibid tanto a la forma fosforilada de ERK
como a la forma fosforilada de Akt, en el mismo momento en que la indolamina
inhibe también la fosforilacion de NF-kp (Figura 28).
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Figura 28. Western blotting que muestra los niveles de proteinas de Akf, pAkt,
ERK1/2, pERK1/2 y p-actina (house keeping), en células Caco-2.

Estudios anteriores han descrito que la melatonina inhibe la fosforilacién de
ERK y Akt a través de la inhibicién de la PKC (Martin y cols., 2007; Cui y cols., 2008).
En nuestro caso, el fratamiento con melatonina TmM inhibié la actividad de PKC
(Figura 29), y tal inhibicién mostrd el mismo patrdon que el encontrado para pNF-kf3,
PERK y pAki.
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Figura 29. Para determinar la actividad de PKC se utilizé un kit de ensayo de quinasas no

radioactivas frente a las fracciones citosdlicas. Los resultados de la actividad de PKC se

presentan como porcentaje basal (mediatEEM de cuatro experimentos realizados por
duplicado).
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Al realizar una preincubacién con 100 nM de TPA, obtuvimos una inhibicién
parcial de la melatonina sobre NF-kf, ERK y Akt (Figura 30). Tras estos resultados,
podemos concluir que la melatonina inhibe a NF-kp a través de la activacion de
las vias PKC/Akt y PKC/ERK.

C M M+TPA

p-pbé5(Ser?’) )m —— p——

PERK W .-,‘

Figura 30. Western blotting que muestra los niveles de proteinas de pNF-kB (pé5 en Ser 529),
Akt, pAkt, ERK1/2, pERK1/2 y pactina (house keeping), en células Caco-2, tratadas con
ImM de melatonia durante 6 horas. Algunas células se trataron con 100 mM de
TPA durante 1 hora previa al tratamiento con melatonina.

4. Promotor

Para determinar si la melatonina regula la actividad del promotor del edn|
a fravés de FoxO1 y NF-kB, se evalud la activacion de un indicador de luciferasa
del promotor del ednl en células Caco2 transfectadas con pldsmidos, que
contienen las regiones mutadas o no mutadas de ambos factores de transcripcién,
fras el fratamiento con melatonina durante 6 horas (Figura 31).




RESULTADOS

1.5
. Ml Vehiculo
§ ke} Mel 250 uM
(T
22 1.0 . 1 3 Mel 1 mM
S = * %
- O * %
-g 3 o **
T 3 0.5
> T
= 0 *k
0 'c
<5 [']
0.0-
\ ) ) )
N & ™ <&

(o]
QO." & Q?\QO.‘.
&r
pGL4.11[luc2P]-end1

Figura 31. hET-1 promoter regulation by melatonin through FoxO1 and NF-kp binding
domains. Caco-2 cells were fransfected with various hET-1-luciferase reporter constructs
for either WT, mutant FoXO1 DNA binding domain (FoXO1-mut), mutant NF-kR DNA
binding domain (NF-kB-mut) and both muntant FOXO1 DNA binding domain and NF-k
DNA binding domain (FoXO1/ NF-kR-mut). Luciferase activity was measured as
described in Materials and Methods. * P < 0.01 vs contro, ** P < 0.001 vs confrol of 3
experiments performed in friplicate.

La capacidad de la melatonina para inhibir el promotor del endl, es
mayor en células transfectadas con el tipo salvaje del promotor del endl. Las
mutaciones en cualquiera de los sitios tanto de Foxol como de NF-kf o de ambos,
disminuyen la inhibicidon en la actividad del promotor del ednl, tras el fratamiento
con melafonina a las dosis ensayadas. Por tanto, podemos decir que la
inactivacion de FoxO1 y NF-kB, en respuesta al fratamiento con melatonina, regula
negativamente la actividad del promotor del edn]l.

5. Estudios en tumores procedentes de pacientes

Segun resultados anteriores y como se ha descrito en la bibliografia reciente,
los niveles de ednl y de ECE1 estdn elevados de forma significativa en el cdncer
colorrectal en humanos (Egidy y cols., 2000; Kim y cols., 2005). Ademds, como se ha
comentado en el apartado de Objetivos, la melatonina se sintetiza a altas
concenfraciones en el tejido de colon humano, lo que indica un posible papel de
la indolamina en la inhibicion del desarrollo del tumor (Ledn y cols., 2012). Por tanto,
para estudiar el significado fisiopatoldgico de la regulaciéon del ednl por la
melatonina en el CCR humano, se estudiaron una cohorte de 119 muestras de
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pacientes con CCR, y se anadlizaron mediante RT-PCR para ednl, ECEl, NAT y
expresion de HIOMT.

En todos los pacientes se registré una disminucidén en la expresion del
ARNmM de NAT (p<0,05) y un aumento en la expresidén de end1 (p<0,01) (ARNm). No

se encontraron diferencias en la expresion del ARNm de HIOMT, ni de ECE1 (Figura
32).
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Figura 32. Cambio relativo en (A) NAT y HIOMT, y (B) niveles de expresién
de ARNm de end1 y de ECE1 en tejido de tumor colorectal y en mucosa
normal (NM). * P <0.01 vs NM, ** P <0.001 vs NM.

Conrespecto a la estadificacién tumoral, la expresidn de NAT disminuyd en
las muestras tumorales, en comparacion con mucosa normal, en los grados 3 y 4
(p<0,05; Figura 21), mientras que la expresion del ednl aumentd en muestras
tumorales de estadios avanzados (grado 3 y 4), también en comparacién con
mucosa normal (p<0,05; Figura 33).
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Figura 33. Cambio relativo en niveles de ARNm de (A) endl y (B) NAT en
estadios 1, estadio 2 y estadio 3-4 de tejido de tumor colorrectal, en
comparacion con mucosa normal (NM), * P <0.01 vs NM, **P <0.001.

De acuerdo con muestras observaciones en cultivos celulares, la expresion
de endl se correlaciona significativamente con la baja regulacion de NAT

(p<0,05), mientras que con la expresion de ECE1 no se encontrd tal relacion (Tabla
8).
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Tabla 8. Relacidn entre la expresion de ARNm de NAT y expresion de ARNm
de ednl y ECEI en tejido de tumor colorrectal en humanos

NAT expression

Positive
N (%)

Negative
N (%)

End1 expression
Negative 20 (45,5) 24 (55,5) 0,039
Positive 49 (65,3) 26 (34,7)

ECE-1 expression
Negative 36 (50) 36 (50) NS
Positive 26 (55,3) 21 (44,7)

Implicacion de la endotelina-1 en el mecanismo de inhibicion del crecimiento de cdncer de colon por la melatonina
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Aunque la relacion de la gldndula pineal con el crecimiento y la extensiéon
del cdncer se conoce desde hace mds de 80 anos, no fue hasta 1977 cuando se
establecieron las bases cientificas de esa relacidén (Mediavilla MD y cols., 2010). En
1978 se teorizd que el estado de hiperestrogenismo producido por la disminucién
de la funcién de la gldndula pineal, con la (consiguiente disminucion de la
melatonina, podia participar en la carcinogénesis de la gldndula mamaria (Cohen
My cols., 1978). Desde entonces numerosos estudios han sugerido la asociacion de
bajos niveles de melatonina con la progresion de varios cdnceres (Mediavilla MD y
cols., 2010; Jung B y cols., 2006; Mills E y cols., 2005). Los tumores en los que mds se
han estudiado los efectos de la melatonina son mama, préstata y colorrectal,
aungue también hay estudios en cdncer de ovario, endometrio, linfomas y
leucemia, pulmdn, melanoma, sarcomas, hepato-carcinomas, carcinoma de piel,
tumores neurales, cuello uterino y carcinomas laringeos (Mediavilla 'y cols., 2010). La
mayoria de estos estudios se han llevado a cabo in vitro (Mediavilla y cols, 2010),
aungue también se han realizado ensayos clinicos en humanos (Wang y cols.,
2012).

En este frabajo, se ha estudiado el efecto de la melatonina sobre el
crecimiento del cdncer colorrectal in vitro. Para ello, hemos utilizado dos lineas
celulares establecidas de cdncer colorrectal: Caco-2 y T-84. En la linea Caco-2,
con concenfraciones de melatonina inferiores a 0.5 mM, no se ha obtenido
inhibicién de crecimiento celular, pero con concentraciones de melatonina de 0.5
mM y T mM, obtenemos un porcentaje de inhibicidn de un 16.15% y de un 46.06%
respectivamente, siendo ambos valores estadisticamente significativos. Con
respecto al cultivo de las células 184, hemos obtenido resultados estadisticamente
significativos con concentraciones de melatonina de 025 mM; asi a esa
concentraciéon, el porcentaje de inhibicidon ha sido del 36.96, a concentraciones
de 0.5 mM, el porcentaje ha sido del 63.89% y a concentraciones de TmM, del
68.81%.

El efecto inhibidor de la melatonina sobre el crecicimiento y las
propiedades invasivas y metastdsicas de las células tumorales en cultivos,
principalmente de tumores endocrinos, se ha demostrado a concentraciones
nanomolares (Hill SM y Blask DE 1998; Cos S y cols., 1998; Moretti M y cols., 2000). En
células MCF-7 en cultivo de cdncer de mama, concentraciones de melatonina de
InM y 10 pM, inhiben la proliferacién celular entre un 60 a un 78%, asi como los
efectos estimulantes del estradiol sobre la proliferacion celular (Hill y Blask, 1988).
Otros estudios han demostrado que en células MCF-7 tratadas con
concenfraciones de melatonina de 1nM, se producia una disminucidén en la
proliferacion celular de las mismas, con un aumento en la expresién de p21 y p53,
(Cos y cols., 2002; Gonzdlez A. y cols., 2008) debido a una disminucién en la
expresion y actividad de la enzima aromatosa, en condiciones basales y también
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cuando la actividad de la aromatosa es estimulada por AMPc (100 nm) o cortisol
(100 nm) (Cos y cols., 2005). En céncer de endometrio, se han realizado estudios en
células Ishikawa (estrégeno positivas) tumorales humanas, que expresan el
receptor de MT1, pero no el MT2, y con concentraciones de melatonina de 1nM,
atenva la expresion de ERa y mejora los efectos antitumorales del paclitaxel
(Watanabe y cols., 2008). Con respecto al cdncer de ovario, estudios en lineas
celulares BG1 de adenocarcinoma de ovario fratadas con melatonina a
concentraciones de 10 uM-1nM, produce una atenuacidén en la proliferacion
celular en >20%, en ausencia de estrégenos, pero no inhibe a la enzima estradiol
que induce la proliferacién celular (Baldwin y cols., 1998). Otro estudio en lineas
celulares HTOA y OVCAR-3 de cdncer de ovario humano, con dosis de melatonina
de 1pM - 1M, no tienen ningun efecto sobre cualquiera de los tipos celulares de
cdncer de ovario, pero si se ha visto que mejora los efectos antiproliferativos del
cis-diaminodicloraplatino (CDDP) (Futagamiy cols., 2001).

Durante los Ultimos diez anos, numerosas publicaciones han demostrado
una reduccién de la proliferaciéon de células tumorales y una induccién de
diferenciacién tumoral fras el fratamiento con concentraciones de melatonina del
orden de milimolar (Sainz y cols., 2005; Sainz TM y cols., 2003). En el caso concretfo
del cdancer colorrectal, un estudio realizado en células HT-29 en cultivo demuestra
que la melatonina presenta una ICso de 1.5 mM (Garcia Navarro y cols., 2007).

En nuestro estudio, el fratamiento con melatonina no resulté ser citotdxico y
el porcentaje de células viables tras el fratamiento resultd ser similar a los controles.
Otros autores han demostrado muerte celular por apoptosis de células tumorales
de colon en cullivo, sin embargo las dosis ufilizadas en estos casos fueron hasta
cuatro veces superiores (Gonzdlez Puga y cols., 2005). El tratamiento con
melatonina (sola o en combinacién con otros fdrmacos) induce muerte celular por
apoptosis en varios fipos de tumores, mientras que en ofros el fratamiento con la
indolamina a concenfraciones del orden de milimolar Unicamente induce
inhibicion del crecimiento celular (Wenzel y cols., 2005; Kim y cols., 2005; Joo y Yoo,
2009; Carbajo-Pescador y cols., 2009; Trubiani y cols., 2005; Casado-Zapico y cols.,
2010; Garcia Navarro y cols., 2007; Melen-Muha y cols., 1998; Gonzdlez A y cols.,
2010; Bejarano y cols., 2009). Ademds, se ha comprobado que los agonistas de los
receptores de membrana de melatonina tipo MT1 y MT2, inhiben la proliferacién
celular de forma mds potente que la melatonina, mientras que el agonista de los
receptores de membrana tipo MT3, lo hace con una potencia similar a la de la
melatonina (Garcia Navarro y cols., 2007).

En nuestro estudio, el fratamiento con melatonina 1 mM durante 72 horas
induce acumulacion en fase G2/M y un descenso del niUmero de células en fase S
en las dos lineas celulares estudiadas. Otros estudios realizados en lineas celulares
de cdncer de colon en cultivo han enconfrado que el fratamiento con melatonina
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induce un descenso del porcentaje de células en fase S y parada del ciclo celular
en fase G1 (Hong Yy cols., 2014).

Los mecanismos que pueden estar implicados en la capacidad de la
melatonina para inhibir el crecimiento tumoral son variados, entre los que se
incluyen el efecto antioxidante (Martin y cols., 2006), la regulacién en la expresiéon
de receptores de estrégenos y andrégenos (Treck, 2006; Sainz RM y cols., 2004), la
modulacién en la actividad de la telomerasa (Martinez-Campa, 2008), la
modulacién del ciclo celular y la apoptosis (Martin, 2006), la inhibicién de la
angiogénesis ((Shi-Young Park y cols., 2010), la activacién del sistema inmune
(Lardone, 2009), y la regulacidon del ritmo circadiano (Greene, 2012). Existen
también otros mecanismos, como la activacién de genes supresores de tumores,
que previene la transformacién maligna celular (Santoro, 2012).

En el cdncer de colon se han descrito varios mecanismos por los cuales la
melatonina inhibe el crecimiento tumoral, como la inhibicién en la angiogénesis
tumoral, la modulacién en la mitosis y en los indices de apoptosis y el
mantenimiento de los niveles de glutatiéon infracelular (Lissoni y cols., 2001), la
modulacién en los receptores de estrégenos, los efectos directos sobre el ciclo
celular, la influencia sobre factores de crecimiento y la mejora en el nivel de
antioxidantes (Wenzel y cols., 2005). Asi, el estrés oxidativo presente en células HT-29
de cdncer de colon en cullivo, parece estar relacionado con su capacidad
proliferativa; la melatonina y el CGP52608, aumentan el glutatién reducido vy la
actividad de los enzimas redox del glutation, la glutatiéon peroxidasa y reductasa
(Garcia Navarro y cols., 2005). Otros estudios sugieren que son los receptores de
melatonina unidos a la membrana nuclear, los responsables de la accién
oncoestdtica de la melatonina (Winczyk y cols., 2009). Por otro lado, la activacion
de los linfocitos y de los monocitos/macréfagos por la melatonina, es ofro de los
mecanismos por los que la melatonina inhibe el crecimiento tumoral (Miller y cols.,
2006). Y nosotros demostramos que un posible mecanismo de accidén es la
inhibicion en la liberacion de ET-1.

Los datos presentados en este trabajo demuestran que la melatonina
inhibe tfransitoriomente la liberacién de ET-1 de células de carcinoma colorrectal in
vitro.

La ET-1 participa, principalmente a través de su receptor ETRa, en el
crecimiento del cdncer coldn, la angiogénesis y la metdstasis (Asham y cols., 2001;
Knowles y cols., 2012; Nie y cols., 2013), lo que sugiere que la inhibicion del eje ET-1,
puede mejorar el tratamiento del cdncer de colon (Rosano y cols., 2013). La ET-1
también se asocia con resistencia a la muerte por apoptosis, y el bloqueo del
receptor de la endotelina potencia la apoptosis inducida por FasL en las células
del carcinoma de coldn, a través de la via de protein Kinasa C (Eberl y cols., 2000).
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En nuestro modelo in vitro, la melatonina inhibe el crecimiento celular y da lugar a
parada del ciclo celular, pero no induce muerte celular, probablemente debido a
que la indolamina induce una inhibicidn transitoric de la sintesis de ET-1.
Recientemente se ha descubierto un efecto antitumoral sinérgico de la melatonina
con varios f&drmacos quimioterapéuticos sobre células de cdncer de sarcoma de
Ewing en humanos, a través de la potenciacién de la via extrinseca de la apoptosis
por la melatonina (Casado-Zapico y cols., 2010). Estos efectos de la indolamina,
podrian deberse en parte, a su capacidad para inhibir la sintesis de ET-1.

Los efectos de la melatonina sobre la expresidon de ednl y ECE-1, y los
niveles de ET-1, en medio condicionado fras el fratamiento con melatonina, no es
un efecto que sdlo se de en células Caco-2, sino también tiene lugar en células T-
84. En nuestro estudio, el efecto de la melatonina sobre la inhibicidén de la
viabilidad celular es mayor en células T-84, sin embargo, la disminucion en la
expresion del ARNm de ednl y ECE-1, es mayor en células Caco-2, lo que indica
que ofro u ofros mecanismos deben estar implicados. El efecto antioxidante y
antfiinflamatorio de la melatonina, que contrarrestan el estado oxidativo, y la
reduccion en la produccién de o6xido nitrico, parecen estar involucrados
directamente en las propiedades oncostdticas de la melatonina en el crecimiento
celular en modelos de cdncer de colon en cultivo (Garcia-Navarro y cols., 2007).
Otros estudios muestran que la activacién de la via p53 en células tumorales, es un
mediador fundamental en el efecto oncostdtico de la melatonina (Santoro y cols.,
2012), y, curiosamente, las células T84 contienen el gen p53 salvaje, mientras que
las células Caco-2 contienen el gen de p53 mutado.

La ECE-1 es la endopeptidasa responsable del paso de bigET-1 a ET-1
(Turner y cols., 1988). Se han idenfificado cuatro isoformas de la ECE-]
(denominadas ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c, ECE-1d), cada una de las cuales posee un
nivel de importancia diferente a la hora de la sintesis enddégena de ET-1
(Kawanabe Y Nauli, 2011). El silenciamiento del gen ECE-1 para generar ratones
ECE-1-/-, dio lugar a animales capaces de sintetizar ET-1. En animales hetozigotos
ECE-1+/-, no se producen cambios significativos en los niveles plasmdaticos de ET-1,
a pesar de que si se produce una inhibicidn del 27% de la actividad enzimdtica de
ECE-1 (Yanagisawa et al., 1998, 2000). Asi, el hecho de que existan niveles de ET-1
después del silenciamiento del gen del enzima ECE-1 se debe a que pueden
existen ofras proteasas responsables de la produccién de ET-1 in vivo (Yanagisawda
y cols., 1998). En modelos in vitro de cdncer también mostraron aumentos en los
niveles de ET-1 después de ser tratadas con TGFB-1, EGF e IL1-a, mientras que no se
observd variacion en los niveles de ECE-1 (Granchi y cols., 2001). De acuerdo con
esto, en nuestro estudio, los niveles de ET-1 en medio condicionado, cambiaron all
mismo tiempo que los niveles en la expresidon del ednl e independientemente de
la expresidn de la proteina de la ECE-1. Se ha propuesto una via alternativa para la
sintesis de ET-1 que implica una quinasa, una proteasa de serina presente en los
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mastocitos de la pared de los vasos sanguineos, que son capaces de generar
péptidos intermedios de ET-1 (1-31), ET-2 (1-31) (Maguire y cols., 2001; Takai y cols.,
1998), que a su vez transforma a los péptidos en maduros por un mecanismo adn
no caracterizado. Sin embargo, hasta la fecha, no estd claro si esta via de sintesis
de péptidos tiene importancia patoldgica (Ling y cols., 2013).

La regulacion del ednl se encuentra principalmente a nivel de la
franscripcién, la cual es inducida por diferentes estimulos y regulada por diferentes
factores de franscripcion (Stow y cols., 2011). Asi, la fosforilacién de FoxO1l en
determinadas regiones reguladoras, provocan la fraslocacion de FoxO1 desde el
nuUcleo hacia el citosol celular, con el consecuente deterioro en su actividad de
redlizar la transcripcidén (Accili y Ardem, 2004). En el presente estudio, hemos
demostrado que el fratamiento con melatonina de las células de cdncer de colon,
provoca la fosforilacién de la Src y aumenta la actividad de la PKA de manera
tiempo dependiente, provocando la fosforilacién de FoxO1 y su exclusién nuclear.
El tratamiento con melatonina también produce una inactivacion del factor de
franscripciéon NF-kB, a fravés de la inhibicidén de la actividad de la PKC vy la
desfosforilacion de Akt y ERK. La expresidon de un sitio de unién al DNA de FoxOl
mutado disminuye la transactivacién del promotor de endl. Ademds, las células
fransfectadas con pldsmidos que albergan una secuencia mutante de NF-kp en su
dominio de unidn al ADN, mostraron niveles similares de actividad de la luciferesa
después del tratamiento con melatonina, lo que indica que ambos factores de
transcripciéon son igualmente importantes para la inhibicidén inducida por la
melatonina en la expresién del ednl. Por otro lado, la actividad de luciferasa fue
menor en las células tfransfectadas con el ADN inactivo mutante de FoxO1 y NF-kp.
En definitva, nuestros resultados sugieren que la melatonina regula negativamente
la zona de promotor de ET-1 a través de la fosforilacion de FoxOl por un
mecanismo de AMPc/PKA/Src y desfosforilacién de NF-kp por un mecanismo de
PKC/Akt y PKC/ERK.

En el presente estudio mostramos que la enzima limitante en la expresion
para la sintesis de melatonina, es decir, la expresion de NAT, disminuyd en los
tumores colorrectales frente a mucosa normal de los pacientes analizados,
mientras que la expresion de HIOMT no varié. Estudios previos, han puesto de
manifiesto un contenido de melatonina similar en muestras fumorales y en la
mucosa normal de pacientes con CRC, aungue sélo se analizaron 19 pacientes
(Vician y cols., 1999). Fisioldgicamente, la melatonina estd presente en el colon a
concentraciones muy altas. Se han detectado los sitios de unidén de la melatonina
en la mucosa/submucosa del colon, y mediante radioinmunoensayo,se ha visto
que las concentraciones son 10 veces superior que en plasma (Poon y cols., 1996,
Vician y cols., 1999). Estas altas concentraciones de melatonina podrian indicar un
posible papel de la melatonina en la inhibicién del desarrollo del CRC (Ledn y cols.,
2012). Esta observacion podria ser compatible con el perfil de expresién del ARNm
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del NAT, de la cohorte de pacientes analizados, lo que indica que la expresidn de
NAT se correlaciona con la expresidon de ednlen tumores con estadios avanzados.
Estos hallozgos complementan y amplian los estudios recientes en los que el gen
de ET-1 ha sido identificada como un gen clave que activa la sefalizacién celular y
confrola la migracién, propagacion e invasion celular (Asham et al., 2001; Knowles
et al., 2012; Nie et al., 2013).

Se han detectado un aumento de los niveles de ECE-1, ET-1 y ETA en
células de adenocarcinoma de colon y no en células no tumorales (Egidy y cols.,
2000). In vitro, la ET-1, a fravés de su receptor ETA, actia como un agente
mitdgeno en el cdncer colorrectal. Concretamente, la unién al receptor ETA por la
ET-1, fue mayor en las células tumorales relacionadas con vasos sanguineos y
fibroblastos, y en menor medida, en las células cancerosas epiteliales. Por el
confrario, el ETB, es el receptor predominante en células no tumorales, asi la ET-1
puede favorecer a fravés de su receptor ETA, la neovascularizacién vy el
crecimiento tumoral. Esto puede ser la base para el empleo de antagonistas
especificos del receptor ETA, como tratamiento adyuvante del cdncer colorrectal
(Hoosein y cols., 2007).

Por ofro lado, la ET-1 puede inhibir el crecimiento y la apoptosis de las
células tumorales del cdncer de colon, mediante la inhibicidén en la sefalizacion de
la B-catenina, que produce una disminucién en la expresidon del gen de ET-1. Por
ello, en el cdncer de colon humano, el gen de ET-1 se encuentra elevado (Kim y
cols., 2005).

En el cdncer de colon, la ET-1 puede actuar como un factor de
crecimiento autocrino/paracrino o un factor antiapoptdtico. Eberl y cols.,
estudiaron células de cdncer de colon humano HT-29 y SW480, y demostraron que
la unién de la ET-1 a los sitios de alta afinidad, inhibe la apoptosis inducida por FasL,
mientfras que la unidn de la ET-1 a sitios de baja afinidad, promueve la apoptosis
inducida por FasL (Eberl y cols., 2003).

Se conoce menos en papel de la ET-2 y la ET-3, pero recientemente Wang
y cols., han demostrado en tumores de colon humano, que la expresiéon del ARNm
de la ET-2 y ET-3, estd disminuido en comparacion con células normales. Concluyen
que la inactivacién epigenética de ET-2 y ET-3, ocurre con frecuencia en células
del cdncer de colon humano, actuando entonces como antagonistas naturales
de la ET-1 en el cdncer de colon (Wang y cols., 2012).

Con respecto a la interaccion entre melatonina y endotelina, en el cancer
de colon, Killic y cols., han demostrado que la ejerce una importante inhibicidén en
la sintesis de ET-1, de tal manera que inhibe a la ECE-1 (Killic y cols., ano).
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Con respecto a lainteraccion de la melatonina con determinados factores
de transcripcién, hoy sabemos que la melatonina puede actuar sobre el
envejecimiento celular; este mecanismo de accién lo lleva a cabo a través de
unas proteinas de la familia de las sirtuinas dasacetilasas, concretamente, las Sirtuin
1, que actuan como mediadores en la prolongacién de la vida celular en
determinados modelos. La induccidn en estas proteinas también atenla la muerte
celular en determinados modelos animales de enfermedad de Alzheimer y de
Hungtinton. La melatonina es capaz de aumentar los niveles de sirtuin 1 tanto en
neuronas jovenes como en aquellas de mayor edad. Ademds aumenta la
desacetilacién de varios sustratos de la sirtuin 1, tales como la p53, PGC1a, FOXO-1,
ADAMI10 y NFK-B. Por lo tanto, la melatonina ejerce un papel protector de la célula
a través de la sirtuin 1 (Tajes y cols., 2009a). Este efecto neuroprotector, también se
ha estudiado en células granulares del cerebro, y se ha visto un aumento en la
activacion del Akt, una inhibicién del GSK3By un aumento del p-FOXOI1, que
produce un efecto anticopoptdtico en la célula (Tajes y cols., 2009b). Asi, la
melatonia a través de la via de senalizacion de la Akt, no sdlo ejerce efectos
protectores en el tejido cerebral, también a nivel hepdtico tiene efecto protector.
Asi, en células de ratones adultos, sometidos a 1 hora de isquemia hepdtica y 3
horas de reperfusion, tras la administracion de 10 mg/kg de melatonina antes de la
isquemia y antes de la reperfusién, se produce un mantenimiento en la unién de p-
Bad y 14-3-3 y de p-FOXO1 y de 14-3-3, lo que previene la muerte celular por
apoptosis (Koh 2011).

Como sabemos, la melatonina tiene efecto antiinflamatorio; esta funcién
la lleva a cabo a través de la inhibicion de iNOS (isoforma inducible de la oxido
nitrico sintasa). Asi, la melanina a concentracién 1microM-1nM, producen una
disminucién en la produccién de nitritos, nitratos y de iNOS. A concentraciones de
10 nM, la inhibicién que produce es mds leve. Esto se ha demostrado en
macréfagos de modelo murino, llegando a la conclusion que el efecto de la
melatonina antiinflamatorio, lo realiza a través de la inhibicidén de la activacién del
factor NFk-B, que su vez inhibe la transcripcion de iNOS (Gliald y cols., 1998).

Por ofro lado, al administrar en humanos la melatonina como antioxidante,
durante 6 semanas en el agua de bebida a concentraciones de 10 mg/100 ml, y
compararlo con un grupo control, se observé una mejora de las cifras tensionales,
al producirse una disminucién en la filtracién renal de linfocitos, macréfagos y
angiotensina Il, es decir, se produce una disminucién de la inflamacién renal
intersticial, y este efecto se lleva a cabo a través de la disminucidn en la activacién
del NFk-B (Nava y cols., 2003).

El efecto antioxidante de la melatonina, también se ha estudiado en el
higado, concretamente en ratas. Asi, en un modelo de ratas, se produce dafno
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hepdtico mediante la inyeccidn de tioacetamida (dos inyecciones a intervalos de
24 horas); 24 horas antes de la primera inyeccion, se introduce melatonina a
concentraciones de 3 mg/kg/dia. Se comprobd que la melatonina inhibe la unién
del factor NFx-B, que produce una inhibicion de la oxido nitrico sintasa, una
disminucidn del estés oxidativo y de la inflamacién en el tejido hepdtico danado
(Bruck y cols., 2004). Por ofro lado, Jung y cols., en tejido hepdtico de ratas,
demostraron que la melatonia administrada a concentraciones de 50 mg/kg/dia,
(y tras la administracién de dimetilnitrosamina que provoca lesion hepdtica),
disminuye la infiltracion de células inflamatorias mediante la inhibicién del factor
NF«-B, que disminuye la expresion de mediadores inflamatorios (Jung y cols., 2009).

En el cerebro, la melatonina ejerce su accidn antioxidante vy
neuroprotectora, administrada una hora después tras el traumatismo cerebral en
ratas, y a concentraciones de 5 mg/kg (tiene efecto campana, no fiene esta
accién neuroprotectora a concetraciones de 1 o de 10 mg/kg), y también a través
de la inhibicidn de la activacion del NFk-B y del AP-1_(Beni y cols., 2004). También
en células de la glia de ratén, la melatonina inhibe la activacién del factor NFk-B,
por lo que se mejora la expresion de bcl-2 y también actuaria como
neuroprotector (Jang y cols., 2005). Por ofro lado, en células de glioma de

roedores, la melatnina a concentraciones milimolares, reduce el crecimiento de
esas células, a tfravés de la inhibicién en la fase S del ciclo celular (tras 72 horas de
tratamiento con la indolamina); la administracién intraperitoneal de 15 mg/kg de
melatonina a ratas, previamente inyectadas con células Cé de glioma, reduce el
crecimiento del tumor en un 50% dos semanas después del implante. Esta
inhibicién del crecimiento celular es llevada a cabo a través de la melotinina y su
accién anfioxidante, que readliza a fravés de la inactivacién de la via receptor
tirosin quinasa-fosfoquinasa-Akt- NFk-B (Martin y cols., 2006).

A nivel vascular, concretamente en células endoteliales de ratas, la
melatonina a concentracién micromolar (pero no en rango nanomolar), inhibe la
produccidon de oxido nitrico, y este efecto no depende de receptores de
melatoninag, sino de la inhibicidn de la melatonina del factor NFk-8 (Tamura y cols.,
2009).

En la actualidad, sabemos que el factor de transcripcion NFk-B modula la
sintesis de melatonina en la gldndula pineal en ratas; asi durante la fase luminica, el
NF«-B aumenta, y se produce una disminucién del mismo en la oscuridad. Y debido
a que la melatonina reduce la activacion del NFk- en cultivos de gldndula pineal,
parece que esta indolamina regula a este factor de franscripcién en la gldndula
pineal de ratas (Cecon y cols., 2010).

Ademds la melatonina tiene efecto protector en la neuropatia diabética.
A dosis de 3y 10 mg/kg. disminuye la expresidon del NFk-B y del estrés oxidativo por
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el aumento en la expresion de Nrf2 (Negiy cols., 2011). Existe recientemente un
estudio en células endoteliales de vena umbilical en humanos, que muestra que la
melatonina como antioxidante y anfiinflamatorio, ejerce un efecto protector en la
vena umbilical, también a través de la inhibicién en la activacion del NFk-B (Qin y
cols., 2012).

En relacion a patologia tumoral, la melatonina en el sarcoma de Ewing,
induce la muerte celular de células tumorales mediante la activacién de la
apoptosis; esta accidon la realiza mediante el aumento en la expresidén de Fas y su
ligando Fas L, que produce, entre otras acciones, una incactivaciéon del NFx-B
(Garcia Santos y cols., 2012).

Otro factor de transcripscion que interactia con la melatonina en
diferentes tejidos, es el AP-1. Ross y cols., que en la pars tubelaris de ovinos, la
melatonina inhibe la activacion del AP-1 (Ross y cols., 1996). En células endoteliales
humanas, la melatonina activa a la enzima gamma glutamilcisteina sintetasa
(gamma-GCS), que es la enzima limitante de la glutation sintasa. Esto lo realiza a
dosis de 1 micromolar, a y través de la inhibicion del AP-1. Esto sugiere que la
activacion de la melatonina de la gamma-GCS, protege a las células del estrés
oxidativo y regula la proliferacién de células (Urata y cols., 1999).

La melatonina también actia en enfermedades como la endometriosis.
Esta enfermedad estd relacionada con metaloproteinasas de la  matriz,
concretamente con la MMP-3, de manera que un aumento significativo de la
MMP-3, estd relacionado con la severidad de la endometriosis. Se ha estudiado
que la melatonina disminuye la actividad de la MMP-3, a fravés de la inhibicidon de
la actividad del factor AP-1, y por tanto disminuye la apoptosis celular, lo que
favorece la regresidon a un epitelio normal (Paul y cols., 2010).

Las metaloproteinasas también estdn relacionadas con otros procesos,
como la Ulcera péptica. El estres oxidativo, precede a la fase de inflamacién
crénica que aumenta la expresion de las MMP-9 y MMP-3; la melatonina, en
ratones, inhibe la actividad de ambas enzimas, mediante la reduccién de la
actividad del AP-1, de manera que ejerce una proteccion en la formacién de la
Ulcera (Ganguly y Swarnakar, 2012).

La melatonina ejerce un efecto protector contra la nefrotoxicidad ejercida
por determinados antineopldsicos, como el cisplatino. Recientemente se ha
realizado un estudio en ratas, sometidas a fratamiento con melatonina (4mg/kg
durante 10 dias) y cisplatino (7 mg/kg), y se observd que los niveles de AP-1, pé5 'y
NFk-B, aumentan en los rinones de las ratas tratadas con cisplatino, y que la
melatonina mejora la nefrotoxicidad modulando la via Nrf2/HO-1 (kilic y cols.,
2013).




DISCUSION

En definitiva parace que la melatonina ejerce su efecto protector a nivel
celular, gracias a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, y mediante la
modulacién de determinados factores de franscripciéon como el NFk—3, AP-1 y Nrf2
(Luchetti y cols., 2010). Con respecto a las vias de inhibicion de fosforilacion del
NFk—-B, actualmente se sabe que puede actuar a través de vias Kinasas
dependientes; asi en células de glioma Cé, disminuyen el crecimiento celular por
medio de la activaciéon del RTK (receptor tirosin kinasa), que activa a la fosfokinasa
C (PKC), que activa a la proteina AKT, que produce finalmente, la activacién del
NFk—B (Martin y cols., 2006); también en tejido hepdtico la melatonina produce la
fosforliacién de de FOXO-1, a través de la fosforilacidon de AKT, y esto produce,
evitando asi la muerte celular por apoptosis (Koh y cols., 2011). También, en cultivos
de células neuronales, se ha comprobado, que la melatonina ejerce su efecto
protector, mediante la fosforilacién de la kinasa AKT, que produce un aumento de
la forma p-FOXOT1 (Tajes Orduna y cols., 2009).
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La melatonina inhibe el crecimiento e induce parada de ciclo en las células
de cdncer de colon in vitro, aungue no induce muerte en las mismas.

La melatonina inhibe la expresidon del gen endl, lo que induce a su vez la
inhibicidén de la producciéon de ET-1. Este parece ser, al menos en parte, el
mecanismo por el que inhibe el crecimiento de las lineas tumorales de cdncer
de colon en cultivo.

La melatonina también induce inhibicidén de la expresion del Mrna y de la
proteina de ECE-1, aungue en este modelo parece no ser la responsable de la
sintesis final de ET-1.

La melatonina inhibe la expresién del gen end1 mediante un mecanismo que
implica la inactivacion de los factores de transcripcién FoxO1 y NF-kP a través
de vias diferentes. En el caso de FoxOl se produce su inactivacién por
fosforilacién debido a la activacién de la via AMPc/PKA/Src. En el caso de NF-
kP, su inactivacién se produce por inhibicién de la via PKC/Akt y PKC/ERK, lo
que impide su fosforilacién.

La melatonina podria utilizarse como tratamiento en el cdncer de colon y en
ofros tipos de tumores en los que se sobre-exprese la ET-1.

En el cdncer de colon se produce un descenso de la expresidon de NAT, que se
asocia con un aumento de la expresién de ednl.
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Listado de abreviaturas

AANAT: Serotonina N-acetiliransferasa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNc: Acido Desoxirribonucleico Complementario
AFMK: N1-acefil-N2-formil-5-metoxikinurenamina
Akt: serine/threonine protein kinase Akt

AMK: N1-acetil-5-metoxikinurenamina

AMPc: Adenosin Monofosfato Ciclico

AP1: Proteina Activadora 1 (activator protein)

AR: Receptores de Andrégenos

ARN: Acido Ribonucleico

ATRA: Acido Transretindico

Bax: Bcl-2—-associated X protein

Bcl-2: B-cell ymphoma 2

Big-ET-1: Big-endotelina 1

bFGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos
Bmall: Receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos en cerebro y musculo
BSA: AlbUmina Sérica Bovina

BSC: mejor atencidn y apoyo

CA 19-9: Antigeno Carbohidratado

CaCla: Cloruro de Calcio
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CaM: Calmodulina

CCHNP: Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico
CCR: Carcinoma colorrectal

CEA: Antigeno Carcinoembrionario

ChIP: Ensayo de Inmunoprecipitacion con Cromatina
Clock: Circadian Locomotor Output Cycles Kaput
CML: Células del MUsculo Liso

COX-1: Ciclooxigenasa 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2. Cry 1/2: Genes del criptocromo 1/2
Ct: Valor de ciclo umbral

CU: Colitis Ulcerosa

DMSO: Dimetilsulféxido

DR5: Death Receptor 5

DTT: Dithiothreitol

EC: Enfermedad de Crohn

ECE: Enzima Convertidora de Endotelina

edn1: Gen de Endotelina 1

EDTA: Acido Efilendiaminotetraacético

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
EGTA: Acido Etilenglicoltetraacético

Ell: Enfermedad Inflamatoria Intestinal

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas
ER: Receptor de Estrégenos

ERa: Receptor de Estrogenos a
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ERP: Receptor de Estrogeno p

ERE: Elemento de Respuesta a Estrégenos

ET: Endotelina

ET-1: Endotelina 1

ET-2: Endofelina 2

ET-3: Endofelina 3

ETRA: Receptor de Endotelina A

ETRB: Receptor de Endotelina B

E2: Estradiol

FBS: Suero bovino fetal

FGF1: Factor de Crecimiento de Fibroblastos tipo 1
FGF2: Factor de Crecimiento de Fibroblastos tipo 2
FOXO: Forkhead box, sub-group O

GAPDH: Gliceraldehido 3 Fosfato Deshidrogenasa
GATA2: GATA binding protein 2

GPCR: Sistema de Receptores Acoplados a Proteinas G
GPx: Glutatién Peroxidasa

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

HAP: Hipertension Arterial Pulmonar

HCL: Acido Clorhidrico

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HepG2: Llinea celular derivada de adenocarcinoma
diferenciado de tejido hepdtico humano

HIF1: Factor Inducible por Hipoxia 1

HIOMT: Hidroxindol-O-metiltransferasa

ANEXOS

hepatocelular

bien
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HI60: Human promyelocytic leukemia cells

HRE1: Ethylene-responsive transcription factor ERFO73
HRE2: Ethylene-responsive transcription factor ERFO71
hRET: Telomerasa Transcriptasa Inversa

HRP: horseradish peroxidase

IFNg: Interferdbn gamma

IGF: Factor de Crecimiento Insulinico

IL-2: Interleuquina 2

IL-4: Interleuquina 6

IL-11: Interleuquina 11

IMC: indice de Masa Corporal

iNOS: Oxido Nitrico Sintasa Inducible

LNCaP: Lineas celulares tumorales de prdstata, dependientes de receptores de
andrégenos (clonadas de ganglios linfaticos supraclaviculares de un paciente con
cdncer de préstata metastdsico)

MAPK: Protein Quinasas Activadas por Mitégenos
MCF-7: Michigan Cancer Foundation -7

MEN: Minimum Essential Media

MgCl2: Cloruro de Magnesio

mM: Milimolar

MSH: Hormona Estimulante de Melanocitos

MT1: Receptor de Membrana de Melatonina 1
MT2:; Receptor de Membrana de Melatonina 2
MT3: Receptor de Membrana de Melatonina 3
MTT: (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio)

NA: Noradrenalina
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NAT: N-acetilfransferasa
NEP: Neprilisina

NE1: Nuclear Extract 1
NE2: Nuclear Extract 2

NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NK: Natural Killer

nNOS: Oxido Nitrico Sintasa Neuronal
NO: Oxido Nitrico

NQO2: Quinona Reductasa 2

NSQ: NUcleo Supraguiasmatico

PAF: Poliposis Adenomatosa Familiar

pb: pares de bases

PBS: Phosphate Buffered Saline (fampdn)

PC3: Lineas celulares tumorales de préstata independientes de receptores de
andrégenos (aisladas de metdstasis dseas de adenocarcinoma de préstata grado
IV) humano

PCR: Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
PDGF: Factor de Crecimiento de Plaguetas
PepT1: pepftide transporter 1

Per1/2: genes Period 1/2

PGE2: Dinoprostona

PG: Prostaglandinas

PGI2: Prostaglandina 12

PIl: Yoduro de propidio

PIK3: Fosfatidilinositol 3 kinasa
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PKA: Proteina Quinasa A

PKC: Proteina Quinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PMSF: Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo

PML: Proteina de la Leucemia Promielocitica

pPNPP: p-nitrofenilfosfato

PSA: Antigeno Prostdatico Especifico

RABP1: Proteina de Unién Acido Retinoico |

RABP2: Proteina de Unién a Acido Retinoico 2

RBTA: Red de Banco de Tumores de Andalucia

REV-ERBa: NR1D1 (nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1)

RM: Resonancia Magnética

ROR: Receptor del Acido Retinoico relacionado con los receptores huérfanos
ROS: Especies de Oxigeno Reactivas

RZR: Receptor Z de Refinoides

SDS: Dodecilsulfato sédico

SDS- poliacrilamida: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SERM: Modulador Selectivo del Receptor de Estrégenos

SMAD: Factores de transcripcién SMAD. Son las proteinas principales transductoras
de las vias de sefalizacion TGF-p (transforming growth factor-beta) y BMP (bone
morphogenic protein)

SOD: Superdxido Dismutasa

TBS buffer: Tris-buffered solution

TBS/Tween buffer: Tris-tween 20-buffered solution
TGF: Factor de Crecimiento Transformante

TMB: Tetrametilbenzidina
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TSOH: Test de Sangre Oculta en heces

TSOH-I: Test de Sangre Oculta en heces Inmunoldgico
TC: Tomografia Axial Computerizada

TGFB: Factor de Crecimiento Transformante B
TGFB1: Factor de Crecimienfo Transformante B1
TNFa: Factor de Necrosis Tumoral a

Tris-HCL: fris (hidroximetil) aminometano- HCL
UBC: Ubiquinina C

UPA: Uroquinasa Activadora de Plasmindgeno
UIC: Unién Internacional contra el Cancer

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

Vezf1: Vascular endothelial zinc finger 1







ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente
la informacion que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que
considere oportunas.

Naturaleza:

Importancia:

Implicaciones para el donante/paciente:

» Ladonacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin
dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son
confidenciales y se trataran conforme a la Ley Organica de Proteccién de
Datos de Caracter Personal 15/99.

» La donacién/informaciéon obtenida se utilizara exclusivamente para los fines
especificos de este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro
personal de XXXXXX en el teléfono: XXX XXX XXX o en el correo electrénico:
XXXX@XXXX. XX



mailto:XXXX@XXXX.XX
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CONSENTIMIENTO INFORMADO - CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL
PACIENTE

IMPLICACION DE LA ENDOTELINA 1 EN EL MECANISMO DE INHIBICION DE LA
MELATONINA EN EL CANCER DE COLON

Yo (Nombre y

« He leido el documento informativo que acompana a este consentimiento
(Informacidn al Paciente)

« He podido hacer preguntas sobre el estudio <TITULO>

«  He recibido suficiente informacién sobre el estudio <TITULO> He hablado con el
profesional sanitario INfOrMAAOr: ...

« Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en
el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serdn
confidenciales y se fratardn conforme establece la Ley Orgdnica de
Proteccién de Datos de Cardcter Personal 15/99.

« Se me hainformado de que la donacidén/informacién obtenida sélo se utilizard
para los fines especificos del estudio.

« Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de cardcter personal
que se obtengan en el curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos
inesperados que se puedan producir, siempre que esta informacién sea
necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis familiares
biolégicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
« Cuando quiera

« Sin tener que dar explicaciones
« Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
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Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto tifulado
IMPLICACION DE LA ENDOTELINA 1 EN EL MECANISMO DE INHIBICION DE LA
MELATONINA EN EL CANCER DE COLON

Firma del paciente Firma del profesional
(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos...........

Fecha: .o Fecha: ..o,




