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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer mas comun y la segunda
causa de muerte por esta enfermedad en el mundo desarrollado. Por ello, es necesario
encontrar biomarcadores utiles que nos ayuden a reconocer qué pacientes presentan
peor prondstico y/o mayor o menor posibilidad de resistencia a un tratamiento
determinado. En este sentido, las células madre cancerosas (CMC) han adquirido gran
importancia en los ultimos anos. Independientemente de su origen, las CMC tienen un
importante significado clinico ya que se ha demostrado que son las responsables de la
iniciacion del tumor, la aparicion de metastasis, y resistencia a la quimioterapia e
irradiacion. Por ello, un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en su regulacién podria ayudarnos a conseguir terapias mas eficaces.

La mutacidn en el gen p53 o su pérdida de funcién juega un papel fundamental
en la transicion de adenoma a carcinoma en el CCR y la frecuencia de alteraciones del
gen aumenta con la progresion de la lesion. Las distintas mutaciones en p53 juegan un
papel fundamental en el comportamiento biolégico del CCR, como la invasién en
profundidad, el lugar de metastasis e incluso el prondéstico del paciente. Las
mutaciones con ganancia de funcién de este gen también se han asociado con un
aumento de expresién de marcadores de CSC en tumores de pacientes con CCR.

Los microARNs (miARNs) son ARNs enddgenos no codificantes que regulan
negativamente la expresidon genética a nivel post-transcripcional.. Se ha sugerido que
estas moléculas estan involucradas en cancer, tanto como supresoras de tumores
como oncogenes (también llamados oncomir). Existe una relacion muy importante
entre el gen p53 y los miARNs. Por un lado, estos ultimos actiuan como efectores
finales de la cascada de sefalizacion de p53. P53 regula la transcripcién, el
procesamiento y maduracionde determinados miRNAs. Por otro lado, los miARNs
pueden pueden regular negativamente los niveles de proteina p53 a través de una
inhibicidn directa de la expresidn del gen, o bien pueden aumentar la actividad de p53
de forma indirecta mediante inhibicién de reguladores negativos del mismo.

Los cambios en la expresion de miARNs se han relacionado con el desarrollo y
la progresion del CCR. La alteracién de su expresion se ha vinculado con el estadio
tumoral, diagndstico y prondstico. Los miARN son muy importantes para el desarrollo
de CM. Debido a esto se ha estudiado su papel regulador en los procesos de
autorenovacién, proliferacion y quimioresistencia de CMCs. Una de las funciones
fisioldgicas de los miARN es la regulacién del crecimiento y diferenciacion de CM
embrionarias. Recientemente, se ha demostrado la implicacién de los miARN en la
regulacién de las CMC en varios tipos de tumores.



La melatonina se sintetiza a partir de triptéfano bajo el control de
arilalkilamina-N-aceitiltransferasa (AA-NAT) y N-acetilsertonin O-metiltransferasa
(ASMT). Algunas de sus funciones son mediadas por receptores de membrana (MT1y
MT2) vy receptores nucleares (RZR-RORa). Esta indolamina juega un papel muy
importante como molécula oncostatica en el cancer, inhibiendo el crecimiento tumoral
y las metastasis a través de distintas vias de sefializacién. Recientemente, algunos
estudios han sugerido que los efectos oncostaticos de la melatonina podrian estar
relacionados con su habilidad para regular el fenotipo de las CMCs. Aunque aun no hay
datos que relacionen las mutaciones de p53 con la sintesis y senalizacion de
melatonina en el cancer, la melatonina activa la via supresora de tumores de p53 en el
CCR. Algunas de las funciones oncostaticas de la melatonina estan mediadas por
miARNSs, tanto en el CCR como en otros tipos de tumores.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los objetivos de nuestro estudio son: (1) 1.
Analizar la expresiéon de marcadores de CMCs y de los genes de sintesis y sefializacion
de melatonina en muestras de tumores procedentes de pacientes de CCR del entorno
hospitalario de Andalucia; (2) Estudiar las mutaciones del gen p53 en las mismas
muestras mediante secuenciacion; (3) Correlacionar los resultados con otros
pardmetros patolégicos tumorales y del paciente; (4) Contrastar nuestros resultados
con bases de datos publicas para encontrar conexiones moleculares entre p53, células
madre y melatonina en el CCR, principalmente a través de miARNs.

Los resultados obtenidos han sido los siguientes: La frecuencia de mutaciones
de p53 en muestras de CCR es mayor en estadios tumorales avanzados (estadio Ill y
IV). La expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 disminuye en muestras de tumor versus
muestras de tejido normal. Si estratificamos segun el estadio de p53, la expresién de
AA-NAT, MT1 y MT2 fue menor en paciente con mtp53. La expresion de AA-NAT, MT1
y MT2 fue mayor en muestras de mucosa normal que en muestras de tumor con
wtp53. Cuando estratificamos por estadio tumoral y estatus de p53, la expresion de
AA-NAT disminuye significativamente en estadios avanzados. En tumores wtp53
hallamos diferencias en los niveles de expresiéon de AA-NAT y MT2 entre tumores en
estadio temprano y avanzado. La expresién de CD44 y CD66c¢c fue significativamente
mayor en muestras de tumores wtp53 que en muestras mtp53. La expresiéon de CD44
era mayor en estadios avanzados comparada con estadio tempranos, sin embargo, la
expresion de CD66¢c fue similar en ambos estadios de la enfermedad; ambos
independientemente de p53. La expresion de AA-NAT, MT1, MT2, CD44, y CD66c de
acuerdo al estadio tumoral y al estatus de p53 revelé6 una correlacion
significativamente negativa entre CD44 y AA-NAT en tumores en estadios avanzados
independientemente del estado de p53. Se hallé también una correlacidon negativa
entre CD66¢ y AA-NAT tanto en tumores en estadios tempranos como avanzados, pero
solo en tumores wtp53, y entre CD66¢c y MT2 en estadios avanzados, solo en tumores
wtp53. En nuestra cohorte de pacientes, el 32.2% de los tumores mostraron alta



expresion de ambos marcadores CD44 y CD66¢, mientras que el 21.9% de los tumores
mostraron una expresion baja. Los tumores CD44highCD66chigh Se correlacionaron con
una baja expresion de AA-NAT y MT2, en tumores wtp53 y estadios avanzados de la
enfermedad.

En nuestro analisis de bases de datos publicas, hemos encontrado varios
miRNAs cuya expresion que se correlaciona al mismo tiempo con marcadores de CMC
y algun gen relacionado con la sintesis o sefializacion de melatonina. Hay que destacar
qgue, al menos en esta base de datos, no hemos encontrado ningiin miRNA relacionado
con MT2

En conclusion, podemos decir que: (1) En nuestra cohorte de estudio, la
presencia de mutaciones en p53 se correlacionan con la progresiéon de la enfermedad;
(2) La presencia de mutaciones del gen p53 conlleva a una disminucion de los niveles
de expresion de los genes de sintesis y senalizacion de melatonina en estadios
tempranos de la enfermedad; (3) En tumores en los que no aparecen mutaciones del
gen p53, la progresidn del CCR conduce a una disminucion los niveles de expresién de
los genes de sintesis y sefializaciéon de melatonina; (4) La presencia de mutaciones del
gen p53 provoca una disminucion de la expresidn de los marcadores de CSCs. En el
caso de CD44, esta disminucién no depende del estadio de la enfermedad, mientras
que para CD66c¢ solo aparece en estadios avanzados de CCR; (5) La progresion del CCR
da lugar a un aumento de la expresion de CD44, marcador de CSCs,
independientemente del estado (mutado o no mutado) del gen p53, (6) Los tumores
con elevada expresion de CD44 y CD66c¢ se correlacionan con baja expresion de NAT y
MT2, aunque Unicamente en tumores que no presentan mutaciones en el gen p53, lo
qgue se podria utilizar como una aproximacién terapéutica de la enfermedad; (7) El
analisis de bases de datos publicas demuestra vias moleculares de regulacion comunes
de los marcadores de CSCs y los genes relacionados con la sintesis y sefializacién de
melatonina a través de miRNAs, aunque este punto necesita un analisis in vitro e in
vivo en mayor profundidad para poder ser demostrado. Esto, a su vez, abriria un nuevo
campo de estudio en relacion a la regulacion de la subpoblacion de CSCs en el CCR.



INTRODUCCION



1. CANCER COLORRECTAL

1.1 EPIDEMIOLOGIA Y GENERALIDADES

Es una de las neoplasias mas frecuentes en nuestro medio. Alrededor de 1-2
millones de pacientes son diagnosticados cada afo de céncer colorrectal (CCR) y
aproximadamente 600.000 mueren a causa de este (Brenner, Kloor, and Pox 2014).
Actualmente es el tercer cancer mas frecuentemente diagnosticado en hombres vy el
segundo en mujeres.

Se han observado grandes variaciones en la distribucién geografica de la incidencia
del CCR. Sus cifras varian notablemente entre los distintos territorios, siendo las zonas
mas desarrolladas las que registran mayores incidencias, como Europa, América del
Norte y Oceania. Por el contrario, las tasas de incidencia mas bajas se registraron en
Asia, Africa y América del Sur (Jemal, Smith, and Ward 2009).

Sin embargo, se ha notificado un aumento de la incidencia de CCR en paises que
previamente presentaban riesgo bajo, hecho que se ha atribuido a un aumento en los
factores de riesgo, incluidos cambios en la dieta, obesidad y tabaco (Torre et al. 2015).
Por otro lado en EE.UU. y otros paises desarrollados, tanto la incidencia como la
mortalidad por CCR se ha estabilizado o bien ha comenzado a disminuir, hecho que
probablemente esté en relacién con la reduccién de la prevalencia de factores de
riesgo, el uso de programas de cribado de CCR y la mejora en los tratamientos
(Brenner, Kloor, and Pox 2014; Jemal, Smith, and Ward 2009).

El prondstico de los pacientes con CCR ha ido mejorando en las ultimas décadas en
muchos paises, con una supervivencia relativa a los 5 afios del 65% en paises
desarrollados y del 50% en paises en via de desarrollo. Hay factores que modifican la
supervivencia de estos pacientes, como la edad al diagndstico, siendo el estadio
tumoral uno de los factores prondsticos mas importantes (Brenner, Kloor, and Pox
2014).

El desarrollo del CCR es lento, con un periodo de entre 10 a 20 afios. Los adenomas
representan la morfologia precursora de la mayoria de los CCR. Aunque los adenomas
tienen la capacidad de malignizar, gran parte de ellos pueden estabilizarse o incluso

regresar. La regresion de los adenomas esta bien establecida histolégicamente, siendo



este un proceso dinamico, con fases ciclicas de crecimiento y regresion. En la historia
natural de los adenomas ciertos factores patoldgicos son predictivos en términos de
potencial maligno e intervalo de tiempo para malignizar (Risio 2012).

Por todo ello, podemos decir que el CCR supone un gran problema de salud a dia
de hoy, siendo necesario continuar estudiando el comportamiento de esta patologia,
tanto a nivel clinico como a nivel molecular, con el de fin de conseguir un mejor
manejo de la patologia, que permita tanto un diagndstico preciso y precoz como

terapias que permitan altas tasas de supervivencia libre de enfermedad.

1.2 ETIOPATOGENIA Y FACTORES DE RIESGO

La etiologia del CCR es compleja y tiene un origen multifactorial. Su alta incidencia
es debida tanto a factores modificables o ambientales, tales como la inactividad fisica,
obesidad, el alto consumo de carnes procesadas, etc. (Tabla 1), asi como a factores no
modificables o genéticos en los que se incluye la historia familiar de CCR o personal de
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (Society, American Cancer 2014).

La incidencia es baja en personas menores de 50 afios, aumentando
considerablemente con la edad. EI 90% de los casos se diagnostican después de los 50
afos, siendo la edad media al diagndstico de 70 anos (Torre et al. 2015). Las tasas son
mayores en hombres que en mujeres en la mayor parte del mundo. El sexo es otro
factor de riesgo, siendo mas frecuente en hombre que en mujer, pudiendo explicarse

este hecho por complejas interacciones hormonales (Murphy et al. 2011).

1.2.1 FACTORES GENETICOS.

El 90% de los CCR son esporadicos, aunque se encuentra un aumento de la
incidencia en familiares de pacientes diagnosticados, lo que nos lleva a pensar en
alteraciones genéticas subyacentes.

En 1990, Volgestein y Fearon proponen un modelo de carcinogénesis en la que
se correlacionan distintos eventos genéticos que conllevan a un cambio en la
morfologia de los tejidos. Asi distintas mutaciones en un adenoma conllevan
finalmente a la aparicion del CCR (Fearon and Vogelstein 1990).

En los ultimos anos se han descrito tres vias diferentes a partir de las cuales puede

surgir el CCR:
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e |nestabilidad de los cromosomas (CIN)

Los factores mas importantes en estos tumores con inestabilidad de los
cromosomas son la aneuploidia y la pérdida de heterocigosis. En este grupo incluimos
no solo al 85% de los CCR esporadicos sino que también estdn implicados los casos de
poliposis adenomatosa familiar asociados a la mutacion del gen APC (Tariq et al. 2016).

e Fenotipo de metilacidon de islotes CpG

Esta via se caracteriza por la hipermetilacién del genoma, que resulta en el bloqueo
de genes supresores de tumores, de forma mas importante al MGMT y MLH 1. Esta
hipermetilacion se asocia frecuentemente con la mutacién del gen BRAF y a la
inestabilidad de los microsatélites (Mojarad et al. 2013).

e |nestabilidad de los microsatélites

Esta via supone la inactivacién de alteraciones genéticas en secuencias repetidas
cortas. Esto ocurre en el CCR y en los genes del sistema mismatch repair (MMR), y es
un sello distintivo en los casos familiares de sindrome de Lynch, aunque también

aparece en el 15% de los CCR esporadicos (Tariq et al. 2016).

1.2.2 FACTORES AMBIENTALES

e Dieta

La dieta juega un papel muy importante en el desarrollo del CCR. Las células del
colon se adaptan rdpidamente a los cambios en la dieta y en este proceso acumulan
gran cantidad de cambios genéticos y epigenéticos que conllevan a una inestabilidad
del genoma, requisito fundamental para la formacién del CRC.
El consumo de carne ha demostrado un aumento del riesgo del CCR. Tanto la carne
roja como la carne procesada suponen un aumento del riesgo del 10% con cada 30 g
consumidos al dia.

Los compuestos sin digerir de la dieta proteica y otros compuestos
nitrogenados experimentan una degradacidn bacteriana o fermentacién produciendo
amonio, fenoles y acido sulfhidrico. Estos nitritos y nitratos los encontramos en
nuestra dieta habitual, sobre todo en las carnes procesadas. Estos compuestos
quimicos en el colon han demostrado causar inflamacién y dafio de la mucosa. El
amonio libre es considerado una de las sustancias mds tdxicas. La presencia de

nitrégeno facilita la formacién de compuestos N-nitrosos (NOC). Estos ultimos forman
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puentes quimicos con el ADN, los cuales causan mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores (Raskov et al. 2014).

La ingesta de fibra en la dieta de nifios y adultos a través de varios alimentos
(productos integrales, frutas y verduras..) juega un papel muy importante en la
reduccion del riesgo y en la disminucion de la incidencia de gran cantidad de
enfermedades (MacéKowiak, Torlinska-Walkowiak, and Torlinska 2016). Una revisién
sistematica y un meta-analisis de estudio observacionales prospectivos mostrd que la
ingesta 10 g de fibra diaria de cereales y alimentos integrales estaba asociada con una
disminucién del 10% del riesgo de CCR (Aune et al. 2011).

e Tabacoy alcohol

El consumo de tabaco no solo aumenta el riesgo de cancer de pulmén, sino
también de otros drganos como rifidn, vejiga, cérvix, tracto urinario bajo, pancreas y
colorrectal, pudiendo aumentar el riesgo de padecer adenomas colorrectales al doble.
Los componentes quimicos carcinogénicos del humo del tabaco, tales como
acetaldehido, benzopirenos, aminas aromaticas y N-nitrosaminas forman puentes de
union a las moléculas de ADN interrumpiendo la funcién normal de los genes y su
replicacion (Raskov et al. 2014).

Del mismo modo que el tabaco, aproximadamente el 10% de todos los cancer en
hombres y el 3% en mujeres se atribuyen al consumo de alcohol (Raskov et al. 2014).
Asi mismo, estudios epidemioldgicos han hallado que el alcohol también es
responsable de un aumento considerable del riesgo de CCR, donde 10 g al dia aumenta
el riesgo un 10% y 100 g semanales supone un aumento del riesgo del 18% (Moskal et
al. 2007).

e Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) se asocia con un aumento del riesgo de
CCR. Este riesgo aumenta con la duracién mas prolongada de la enfermedad, la
historia familiar de CCR y la historia de colangitis esclerosante. Los pacientes con Ell
presentan de 2 a 5 veces mas riesgo de padecer este tipo de neoplasia que la
poblacidn general a su misma edad. Ademas el desarrollo del cancer se suele producir
a edades mas tempranas comparadas con los CCR espordadicos (40-50 afos vs 60 afios)
y tienen tasas mayores de tumores sincronicos y metacrénicos (Althumairi, Lazarev,

and Gearhart 2016).
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e Factores preventivos

Existen factores preventivos bien establecidos, como son la actividad fisica, el uso
de terapia hormonal sustitutiva en mujeres postmenopausicas, el uso de aspirina y la
reseccion de lesiones precancerosas por via endoscépica (Brenner, Kloor, and Pox
2014).

La evidencia de los efectos anticancerosos de la aspirina ha surgido de estudios in
vitro y modelos animales, estudios epidemiolégicos y datos aleatorizados, con la
mayor evidencia en el cancer colorrectal. Investigaciones recientes sugieren que la
aspirina es efectiva como prevencién primaria, reduciendo los riesgos de adenomas y
de CCR. Existe también evidencia de su papel en el tratamiento del cancer,
particularmente a nivel de tratamiento adyuvante, previniendo las recurrencias y
disminuyendo la probabilidad de aparicion de metdstasis tras un tratamiento

potencialmente curativo (Coyle, Cafferty, and Langley 2016).

1.3 CLINICA DEL CCR

Suele ser asintomatico en estadios iniciales, pudiendo debutar de formas
diferentes (1) Pacientes asintomaticos con diagndstico en estadios temprano, en parte
debido a los programas de cribado; (2) Aparicién de signos y sintomas de alarma como
hematoquecia o melena, dolor abdominal o anemia de larga evolucién; que aparecen
debido al crecimiento del tumor tanto hacia la luz como a estructuras adyacentes;
habitualmente la presencia de sintomatologia refleja tumores en estadios mas
avanzados (Adelstein et al. 2011); (3) Aparicién de cuadros obstructivos, peritonitis o
de forma mas rara hemorragias agudas que requieren tratamiento urgente,
habitualmente quirdrgico.

En funcién de la localizacién anatémica, los sintomas pueden variar y ademas
servirnos de orientacion inicial. La deteccién de anemia ferropénica no conocidas esta
asociada con neoplasias de colon derecho. Los cambios de habito intestinal son mas

frecuentes en CCR derecho e izquierdo, siendo rara la patologia obstructiva.
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Tabla 1. Factores de riesgo de CCR

Riesgo Relativo*

Factores que aumentan el riesgo:

Herencia e historia clinica

Historia familiar

Familiar de primer grado 2.2
Mads de un familiar 4.0
Familiar con diagndstico antes de los 45 3.9

Enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad de Crohn (colon) 2.6

Colitis ulcerosa

Colon 2.8
Recto 1.2
Diabetes 1.2

Habitos personales

Consumo de alcohol 1.6
Obesidad 1.2
Consumo de carne roja 1.2
Consumo de carnes procesadas 1.2
Tabaco 1.2

Factores que disminuyen el riesgo

Actividad fisica (colon) 0.7
Consumo diario 0.8
Consumo de fruta 0.9
Consumo de verduras 0.9
Fibra total en la dieta (10g/dia) 0.9

*El riesgo relativo compara el riesgo entre personas con una exposicién concreta con personas
sin esa exposicion. El riesgo relativo para los factores dietéticos compara el mayor consumo

con el menor consumo. Si el riesgo relativo es mayor de 1.0, el riesgo es mayor en expuestos.

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

El dolor abdominal puede aparecer en CCR de cualquier localizacion. La aparicién de
rectorragia o hematoquecia es mas frecuentemente causa de tumores izquierdos o

rectales. Por otro lado, las neoplasias de recto causan tenesmo, dolor anal o cambio en
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la forma de las heces, y de forma mas frecuente, sintomas obstructivos (Saidi, Karuri,
and Nyaim 2008).

Aproximadamente el 25% de los pacientes con CCR presentan metdstasis en el
momento del diagndstico. La presencia de dolor en cuadrante superior derecho,
distension abdominal, saciedad precoz, adenopatias supraclaviculares son

habitualmente signos de enfermedad metastasica (Van Cutsem et al. 2014).

1.4. DIAGNOSTICO

El proceso diagnodstico del CCR es un desafio ya que habitualmente la forma de
presentacion es a partir de sintomas muy inespecificos, tales como anemia ferropénica
o dolor abdominal, sintomas muy comunes y relaciones con gran variedad de patologia
no tumorales.

El estadio de tumor en el momento de su diagndstico se considera el factor
predictivo mas importante, precisando una serie de estrategias que permitan el
diagnodstico temprano de esta patologia. Actualmente existen dos estrategias
ampliamente extendidas para mejorar el prondstico del CCR, son los programas de
screening poblaciones y estrategias de diagndstico temprano en pacientes
sintomaticos (Vega, Valentin, and Cubiella 2015).

Ante la sospecha clinica es fundamental realizar una anamnesis y exploracién fisica
completas, recogiendo los datos de la historia clinica como los antecedentes familiares
de céncer, asi como la presencia de sintomas guia, como rectorragia, cambios de ritmo
intestinal, tenesmo rectal, dolor, sensacidn de masa abdominal o pélvica y existencia
de cuadro constitucional.

El diagndstico final del CCR se realiza mediante estudio histoldgico de biopsias
obtenidas del tumor. La colonoscopia es la prueba de eleccién con una sensibilidad del
90-95% y un indice de complicaciones en tornos al 2% en las terapéuticas, permite
visualizar, localizar, caracterizar la lesion mediante la toma de muestra, asi como la
deteccién de tumores sincronicos, definidos como dos o mdas primarios distintos,
diagnosticados dentro de los seis primeros meses del diagndsticos del CCR y que no
esta relacionado con la extensidn de este o con metastasis, presentes un 2-4% de los

pacientes (Brenner, Kloor, and Pox 2014).
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El enema de bario es otra opcién ampliamente disponible y que puede utilizarse
para el despistaje de CCR en pacientes con sintomas. Aun asi, tanto el diagndstico
tanto del enema de bario con doble contraste solo, o combinado con recto-
sigmoidoscopia flexible son menos Uutiles que la colonoscopia completa o Ia
colonoscopia virtual para la evaluaciéon de los sintomas del tracto digestivo inferior
(Halligan et al. 2013).

En cuando a la colonoscopia virtual, la sociedad europea de endoscopia
gastrointestinal (ESGE) recomienda la colonoscopia virtual como estudio radioldgico
para el diagndstico de CCR. Se recomienda en casos de cancer obstructivos, previo a la
cirugia, permitiendo asi una mejor localizacién y/o estadiaje. En casos en los que la
colonoscopia estad contraindicada o no es posible realizarla o es incompleta, la ESGE
recomienda la colonoscopia virtual como una alternativa aceptable e igualmente
sensible para paciente con sintomas que sugieran cancer colorrectal. No se
recomienda esta prueba como test de screening o en pacientes con historia familiar de
primer grado de CCR (Spada et al. 2014).

Tanto para el cancer de colon como el cancer de recto, las metastasis a distancia
deberian ser estudiadas. La localizacion mas frecuente de éstas son las hepaticas. Por
tanto, realizacion de distintas pruebas de imagen complementarias nos permitiran la
caracterizacidon de la lesién primaria y por tanto ayudaran a su estadificacion, asi como
a identificar la presencia de diseminacion a distancia.

La TAC abdominal es util para la valoracion de la extensién regional del tumor,
metastasis linfaticas regionales y a distancia, invasién de estructuras vasculares, y
complicaciones secundarias al crecimiento tumoral (obstruccidn, perforacion, fistulas).
La sensibilidad para la deteccion de metdstasis viscerales estd en torno al 75-87% por
lo que estaria indicada para la evaluacion de la existencia de metastasis a distancia.

La RM de alta resolucién es el “gold standard” para valorar la afectacién
transmural, determinar los margenes de reseccion e identificar los ganglios
mesorrectales afectados, independientemente de la distancia al margen anal del
tumor. Ademds, es la unica técnica que consigue detectar afectacidon vascular
extramural, que estd asociada a una alta tasa de recurrencia y mortalidad.

La ultrasonografia endoscopica es de las técnicas mas precisas para determinacion

del tamafio y extension del tumor primario (T) en los canceres de recto, y por tanto es
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el método de eleccidn por su gran precisién para diferenciar entre tumores invasivos y

no invasivos (Brenner, Kloor, and Pox 2014).

1.4.1 Estadificacion.

La estadificacion locorregional y la presencia o no de enfermedad a distancia, son
de gran importancia para el manejo de cada paciente. Actualmente el sistema TNM
esta ampliamente aceptado mundialmente. Clasifica la extensidon tumoral en base a la
tamafio y extension del tumor (T), la invasidn linfatica locorregional (N), y la presencia
de metastasis (M) (Obrocea et al. 2011).

Actualmente la International Union for Cancer Control (UICC) junto con la
American Joint Committe for Cancer (AJCC) son las encargadas de revisar, actualizar y

publicar periddicamente los cambios en estas clasificaciones (AJCC 2009).

e Tumor primario (T)

- TX: No se puede determinar el tumor primario.

- TO: No existe evidencia de tumor primario.

- Tis: Carcinoma in situ: intraepitelial o invasién de la ldmina propia.

- T1: Tumor que invade la submucosa.

- T2: Tumor que invade la muscularis propia.

- T3: Tumor que invade los tejidos peri-colorrectales a través de la lamina propia.
- T4a: Tumor penetra en la superficie del peritoneo visceral.

- T4b: Tumor invade directamente o esta adheridos a otros drganos o estructuras.

e Afectacidon ganglionar (N)

- NX: No se pueden evaluar ganglios linfaticos regionales.
- NO: No existe diseminacidn hacia otros ganglios linfaticos.
- N1: Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.
N1a: Metastasis in 1 ganglio linfatico.
N1b: Metastasis in 2—3 ganglios linfaticos.
N1c: El tumor ha invadido la subserosa, el mesenterio o los tejidos pericdlicos o
perirrectales retroperitoneales sin evidencia de metdstasis en ganglios regionales.

- N2: Metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.
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N2a: Metdstasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales.

N2b: Metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos regionales.

e Metastasis a distancia (M)

- MO: No metastasis a distancia.
- M1: Metastasis a distancia:
M1la: Metastasis confinada a un érgano.

M1b Metdstasis en mas de un érgano o en peritoneo.

e Grupos pronodstico

T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO MO
A T3 NO MO
]3] T4a NO MO
1c T4b NO MO
HIA T1-2 N1/Nic MO
T1 N2a MO
1]]:] T3-T4a N1/N1lc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Hic T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA Cualquier T | Cualquier N 2“
IVB Cualquier T | Cualquier N EM

1.5 SCREENING DEL CCR

El mejor método para prevenir el CCR es la colonoscopia. Aunque se considera
una prueba invasiva, tiene una alta sensibilidad y especificidad y ofrecer el potencial
de extirpar lesiones precursoras. La poblacion de alto riesgo, aquellos con colitis
ulcerosa de larga evolucién y aquellos con adenomas en estudios previos o historia de

CCR, se les recomienda una vigilancia periddica con colonoscopia. Para el screening del
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CCR, el cual se realiza en poblacién a partir de cierta edad, existen otros métodos
disponibles, sin embargo, pocas alcanzan la sensibilidad y especificidad para detectar
CCR vy sus lesiones precursoras. Existen tests cuya funcién es detectar marcadores
potenciales que puedan indicar CCR, como por ejemplo sangre o marcadores
moleculares en heces. Aquellos con un resultado positivo, deberian realizarse una
colonoscopia segun los programas de cribado de cada regién. Entre las alternativas no
invasivas para el screening del CCR, existen andlisis de sangre. Aunque en algunos
sitios estan disponibles, su uso sistematico dentro de los programas de screening
requiere mejorar la sensibilidad para la deteccién de cancer y adenomas avanzados

(Dekker et al. 2019)

1.6 TRATAMIENTO DEL CCR

El tratamiento del CCR incluye manejo endoscdpico y reseccidon quiridrgica del
segmento afectado, terapias neoadyuvantes y adjuvantes con radioterapia y
quimioterapia (RT y QT), o extensas intervenciones quirurgicas para tumores con
invasion locorregional o metastasis. En el caso de enfermedad metastasica, las
opciones varian desde terapias ablativas locales hasta tratamiento quimioterapico
paliativo y/o inmunoterapia.

Aunque las nuevas opciones de tratamiento han conseguido duplicar la
supervivencia global para enfermedad avanzada a 3 afos, la supervivencia sigue

siendo mejor para aquellos con enfermedad no metastdsica (Dekker et al. 2019)
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2. P53

2.1 GENERALIDADES

En las Ultimas décadas, estudios moleculares y genéticos han revelado
mutaciones subyacentes en la patogénesis del CCR. Oncogenes y genes supresores de
tumores (de forma frecuente APC, gen KRAS y gen p53) se encuentran mutados en una
gran cantidad de canceres colorrectales. Esto hecho, ademas de metilacion del ADN y
cambios encontrados en estructura de la cromatina, afectan los sistemas de
sefalizacion, incluyendo la regulacion del metabolismo celular, proliferacién,
diferenciacién y supervivencia. Es preciso seguir adelante con investigaciones sobre
este tema para comprender la naturaleza y el significado de los defectos genéticos y
epigenéticos en relacion al CCR (Church 2016).

El gen supresor de tumores p53, localizado en el cromosoma 17p13.1 es
conocido como el ‘guardian del genoma’. Contiene 11 exones y transcribe un ARNm de
2.8 kb. Su forma activa, una fosfoproteina de 393 aminoacidos, regula el crecimiento
celular y juega un papel fundamental en respuesta a diversas sefiales de estrés o dafio
celular, en la induccién de ciertos genes que son importantes en la detencién del ciclo
celular y la apoptosis que sigue al dafo en el ADN (Figura 1); de esta forma frena la
proliferacién de células tumorales. Por tanto, una funcién normal de p53 es esencial

para protegernos del desarrollo de tumores (Naccarati et al. 2012).
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Figura 1. Funciones de p53 (Vousden and Prives 2009).

P53 es conocido por su papel como supresor de tumores y se encuentra mutado
en la mayoria de las neoplasias en humanos. Las mutaciones mds comunes son
sustituciones de una sola base que alteran la funcién de la proteina. Existen
mutaciones que aportan a p53 una ganancia de funcién. Mutaciones en la linea
germinal ocurre en familias con sindrome de Li-Fraumeni, aumentado el riesgo de
cancer a edad temprana. Las mutaciones somadticas en residuos aminodcidicos
especificos se ha asociado a fenotipos clinicos especificos en diferentes tipos de cancer
(Brady and Attardi 2010; Naccarati et al. 2012).

La activacion de p53 en respuesta a sefiales de estrés induce la reparacion del
ADN y regula el ciclo celular para prevenir mutaciones oncogénicas. Las alteraciones de
la sefalizacion de p53 en el CCR dan lugar a una pérdida de la muerte celular por
apoptosis y de los puntos de control celular, ademas de alterar la integridad genética
celular conduciendo finalmente a malignidad. La acumulacién de mutaciones en los
genes relacionados con el cancer, como K-RAS, p53 y APC, estimulan la transicion
desde epitelio normal a tejido adenomatoso y finalmente CCR (Ashokkumar et al.
2018).

Un estudio llevado a cabo por Kezelmann y Attardi en 2010 confirmé el papel
fundamental de p53 en la supresién de tumores utilizando ratones p53-null, en los que
la incidencia de cancer fue del 100% (Broz and Attardi 2010) (Figura 2).

p53 tiene la habilidad de responder a sefiales oncogénicas fomentando Ia

apoptosis, para proteger contra la aparicion de neoplasias. Ante sefiales de estrés, p53
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dirige de manera irreversible a la apoptosis o senescencia, sacrificando aquellas muy
danadas o malignas. En condiciones de bajo nivel de estrés, p53 tiende a preservar la
vida de la célula, bien deteniendo temporalmente el ciclo celular, reparando el dafio
del ADN o produciendo proteinas antioxidantes para mantener la integridad del
genoma y la viabilidad en células. Todas estas respuestas, dependen de la habilidad de
p53 como activador transcripcional de una gran variedad de genes, aunque las
actividades independientes de la transactivacion atribuidas a p53 pueden también

contribuir a respuestas mediadas por p53 (Brady and Attardi 2010).

r

p53 is a crucial tumor suppressor

AR

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

Figura 2. De izquierda a derecha. Un 50% de los cdnceres en humanos presentan
pérdida o mutacidon de p53. La herencia de un alelo mutado de p53 predispone al
sindrome de Li-Fraumeni. En los ratones carentes de p53 se demostré una incidencia del
100% de cancer (Brady and Attardi 2010).

2.2 ESTRUCTURA DE P53

La proteina activa de p53 existe en la célula como un tetramero constituido por
cuatro subunidades idénticas (mondmeros). Cada mondmero estd formado por
multiples dominios bien definidos incluyendo el dominio de transactivacién N-terminal
(TAD), seguida de una region rica en prolina (PRD) y el dominio altamente preservado
de union del ADN (DBD). Dentro del dominio C-terminal estan localizados el dominio
de tetramerizacién seguido de un dominio basico desestructurado (CTD). (Laptenko
and Prives 2006).

El dominio N-terminal comprende a su vez dos dominios que activan la
transcripcién (TAD 1y TAD 2), que contienen los residuos aminoacidos 1-40 y 40-60

respectivamente. Estos dominios pueden aumentar la transcripcion de los genes diana
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de p53 de manera independiente reclutando enzimas modificadoras de histonas o
complejos coactivadores como STAGA y Mediator. Entre los residuos de aminoacidos
60-95 se encuentra el dominio rico en prolina (PRD), el cual se pensé, originalmente
que participaba en interacciones proteina-proteina. Sin embargo, parece que el papel
principal de este dominio es estructural porque ratones knock-in que portaban
mutaciones puntuales Prolina-Alanina en los lugares de interaccion proteina-proteina
de este dominio resultaban normales, mientras que la delecion completa del dominio
conllevaba a una pérdida de la funciéon supresora de tumores de p53. El PRD es
también necesario para la funcidon de apoptosis y de supresiéon de crecimiento que
lleva a cabo p53 (Vieler and Sanyal 2018). El dominio de unién al ADN, que comprende
el tramo de aminoacidos 100-300, es el responsable de la unidn de secuencias
especificas de proteinas a los elementos respuesta a p53 en el ADN de sus genes diana.
(Figura 3) (Brady and Attardi 2010).

Una capa mds de complejidad se le afade a p53 por las numerosas
modificaciones post-traslacionales que esta proteina puede sufrir, siendo las mas
importantes la fosforilacion, la acetilacion y la ubiquitinacion (Laptenko and Prives

2006).

r B |

p53 protein domain structure
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Figura 3. Estructura del mondmero de p53 (Brady and Attardi 2010).

Existen muchas formas por las cuales p53 se puede inactivar. Las mutaciones en
el dominio de unién del ADN son la mayor causa de su inactivaciéon y pérdida de
funcién. Esto conlleva a la sintesis de una proteina incapaz de unirse al ADN dando

lugar a la pérdida de las funciones supresoras de tumores. Estas mutaciones estan
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ampliamente estudiadas y pueden relacionarse directamente con enfermedades.
Aparte de las mutaciones puntuales que pueden aparecer, también se han encontrado
formas truncadas de la proteina, comunmente llamadas isoformas de p53, que
también pueden ser responsables de su inactivacién o incluso pueden tener funciones
contrarias (Vieler and Sanyal 2018).

El gen p53 presenta mutaciones homocigotas en el 50-60% de los canceres.
Alrededor el 90% las mutaciones se tratan de mutaciones missense que abarcan
alrededor de 190 diferentes codones localizados en el dominio de unién al ADN del
gen y la proteina. Estas mutaciones producen una proteina con una capacidad
reducida de unirse a una secuencia especifica que regula la via de transcripcién de p53.
El 10% restante da lugar a mutaciones con pérdida de funcién y no producen proteina
(a través de varios mecanismos: mutaciones nonsense, mutaciones frameshit o
deleciones) (Baugh et al. 2018).

Del mismo modo, se conoce la capacidad de la proteina p53 mutada de adquirir
nuevas funciones oncogénicas y se ha asociado al aumento de la agresividad y
metdstasis tumorales (Brady and Attardi 2010). Otras muchas funciones oncogénicas
se han caracterizado en modelos de cultivo, incluyendo la habilidad para promover
invasion, migracion y angiogénesis, expansion de células madre, supervivencia,
proliferacién y remodelacién de tejido. También se han sefalado otras funciones como
un incremento de la quimiorresistencia, defectos mitogénicos e inestabilidad
gendmica. Este amplio rango de diferentes respuestas se refleja por la creciente
evidencia de que p53 puede ganar funcién a través de multiples vias (Muller and

Vousden 2013).

2.3 FUNCIONES DE P53

El cdncer estd asociado a numerosas alteraciones en oncogenes y genes
supresores de tumores que ocurren en diferentes etapas, desde la carcinogénesis
hasta el crecimiento tumoral, su progresiéon y posterior metastasis. Los proto-
oncogenes normalmente controlan la divisidn celular y el crecimiento. Las alteraciones
moleculares, incluyendo mutaciones con ganancia de funcidn, amplificacion y
sobreexpresion pueden desencadenar la activaciéon de oncogenes conduciendo a una

divisién descontrolada y causando finalmente la aparicién de cancer. Por otra parte,
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los genes supresores de tumores habitualmente enlentecen la division y el crecimiento
celular. Cuando ocurren mutaciones con pérdida de funcién o delecidn, estos genes
supresores se inactivan. En consecuencia, la divisién y el crecimiento celular pierde el
control resultando en cancer. Por eso, el balance entre oncogenes y genes supresores
de tumores suponen un punto de control critico en el inicio y progresion del cancer
(Qin et al. 2018).

Desde su descubrimiento en 1979 se han publicado miles de articulos acerca de
p53 (Lane and Crawford 1979). El gen p53 actia como un factor de transcripcion que
protege a la célula de diferentes senales de estrés a través de la activacion de
mecanismos celulares como la detencidén del ciclo celular, apoptosis y senescencia,
reparacion del ADN, inhibicidon de angiogénesis y metastasis, actuando por tanto como
un gen crucial en la supresion de tumores (Binayke et al. 2018). Ademas se le atribuye
la habilidad de proteger a la célula contra un amplio rango de estimulos de estrés
como son el estrés oxidativo, la deprivacion de nutrientes, la hipoxia, el dafio al ADN,
el desgaste telomérico o la disfuncién ribosomal, a través de mecanismos tanto
dependientes como independientes de la transcripcion (Nguyen et al. 2017).

Aunque p53 tiene funciones celulares indispensables, una activacién
descontrolada puede tener efectos deletéreos en tejidos normales o que se
encuentren en desarrollo. Por lo tanto, en condiciones fisioldgicas, p53 presenta una
vida media relativamente corta y su expresién se mantiene a niveles bajos (Nguyen et
al. 2017).

El principal regulador del gen p53 es la oncoproteina y ubiquitin-ligasas E3,
principalmente MDM2, pero también otras como PIRH2, COP1 y ARF-BP1. MDM2
regulan negativamente los niveles de proteina p53, manteniendo los niveles bajos
cuando no se requiere de su actividad, ademas también regula su actividad vy
estabilidad. El dominio N-terminal de MDM2 se une directamente al TAD del p53 y no
solo regula la estabilidad de p53, sino que también inhibe su funcién de
transactivacion bloqueando la incorporacion de componentes transcripcionales
esenciales. Los niveles MDM?2 aparecen aumentados en el 30-40% de los sarcomas y se
sobreexpresa en células leucémicas. La oncoproteina MDM2 forma un complejo con
p53 e inhibe la transregulacion genética mediada por este ultimo (S. N. Jones et al.

1995)
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MDMX, también conocido como MDM4, es estructuralmente homdélogo a MDM?2
y puede, o bien unirse e inhibir p53 directamente o través de MDM2, estabilizandola y
potenciando su capacidad de ubiquitinacién (Brady and Attardi 2010). En respuesta a
sefales de estrés, p53 se moviliza por la inhibicién de MDM2, a través de alguno de los
muchos mecanismos que existen: modificaciones post-translacionales tanto en MDM2
como en p53 inducido por estrés, lo que rompe la interaccién entre MDM2-p53 (Brady
and Attardi 2010). Por ejemplo, el dafio en el ADN desencadena la activacion de
quinasas como Chk1/Chk2) y ATM/ATR, las cuales fosforilan ciertos puntos en el
extremo N-terminal de p53 disminuyendo su afinidad a MDM2/MDMX.
Alternativamente, la activacién de ciertas sefales mitogénicas, como c-MYC y k-RAS,
resultan en la acumulacion de p14ARF (proteina supresora de tumores) en el nucleolo,
la cual tiene la capacidad de unirse a MDM2 vy liberar la a p53 de su unidn inhibitoria a
MDM2. Ademas, bajo condiciones de estrés nucleolar o ribosomal, la biogénesis
ribosomal se restringe, fomentando la acumulacién de formas libres de proteinas
ribosomales. Algunas de estas proteinas, como RPL5 y RPL 11 tienen alta afinidad de
uniéon por MDM2, de una forma similar a pl14ARF, protegiendo a p53 de su
degradacion mediada por MDM2 (Nguyen et al. 2017).

p53 por si mismo también controla la funcion de MDM2 activando la
transcripcién del gen MDM2, proporcionando un feedback negativo para atenuar la
sefalizacion de p53 en el momento oportuno. Preservar la integridad de este feedback
regulador es esencial tanto para el crecimiento fisiolégico como para el
mantenimiento de la homeostasis (Brady and Attardi 2010; Nguyen et al. 2017)

Ya sabemos que, durante el desarrollo de un tumor, TP53 estd mutado en un alto
porcentaje de ellos, y esta mutacidn puede inactivar la proteina y de este modo
conllevar a una pérdida de la funcién supresora de tumores. Sin embargo, hay un
nuimero considerable de tumores donde p53 no esta mutado, no obstante, su funcion
se ve comprometida por otra serie de mecanismos. Un ejemplo de estos mecanismos
inhibitorios es la sobreexpresion de E3 ubiquitin ligasa MDM2, la cual debido a su
union a p53 causa la inhibicién de su actividad transcripcional y promueve su

degradacion (Binayke et al. 2018)
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2.4 P53y CCR

Como ya hemos sefialado, el CCR supone un problema de salud importante en
paises desarrollados, siendo la tercera causa de muerte (Ashokkumar et al. 2018).
Fearon y Vogelstein propusieron un modelo de carcinogénesis en el CCR que
correlacionaba diferentes eventos genéticos con la evolucion de la morfologia de los
tejidos (Fearon and Vogelstein 1990), observando de forma caracteristicas mutaciones
en los genes TP53, APC, DCC y KRAS. La mutaciones se acumulan en la célula, dando
lugar a la transformacién maligna y acompanadas de cambios fenotipicos en la mucosa
(Stoian, Stoica, and Radulian 2016). La mutacion en el TP53 o su pérdida de funcidn
juega un papel fundamental en la secuencia adenoma-carcinoma y se ha observado un
aumento en la frecuencia de mutaciones a medida que progresa la lesién (Xiao Lan Li
et al. 2015; Worthley et al. 2007).

Las mutaciones de p53 en el CCR aparecen en un 34% de tumores proximales y
en un 45% de tumores distales. La mayoria aparecen entre los exones 5 al 8 (dominio
de unién al ADN), y principalmente en ciertos codones (175, 245, 248, 273 y 282),
comprendiendo transiciones GC a AT y llevando a la sustitucién de un aminodcido en la
proteina p53 (Tabla 2). Es frecuente encontrar estas sustituciones en el dominio de
union al ADN causando la disrupcidn de la union especifica al ADN (Xiao Lan Li et al.
2015; Russo et al. 2005).

Las mutaciones de p53 tienen un rol fundamental en el comportamiento
biolégico del CCR, como la invasién en profundidad, el lugar de metastasis e incluso el
pronéstico del paciente. Las mutaciones de p53 estan asociadas con invasion linfatica
en el CCR proximal y muestran una correlacion significativa tanto para la invasién
linfatica como vascular en el CCR distal. Los pacientes con CCR y mtp53 presentan mas
resistencia a terapias y peor prondstico que aquellos con wtp53 (Barry lacopetta 2003;

Russo et al. 2005).

27



Tabla 2. Alteraciones de p53 mas comunes y frecuentes en el CCR.
Extraida de Li 2015)

Exon Codon Codon change Nucleotide Amino acid
change change
5 175 CGC—-CAC G—-A Arg—His
7 245 GGC—-AGC G—-A Gly—Ser
7 245 GGC—GAC G—A Gly—Asp
7 248 CGG-TGG C-T Arg—Trp
7 248 CGG—-CAG G—-A Arg—Gln
8 273 CGT-TGT C-T Arg—Cys
8 273 CGT—-CAT G—-A Arg—His
8 282 CGG-TGG C-T Arg—Trp

Las mutaciones en el coddén 175 son mas frecuentes en tumores localizados de
colon y las mutaciones en el codéon 288 (exén 8) son mas comunes en los canceres
rectales. Las mutaciones en las regiones mas conservadas de p53 son mas frecuentes
en los neoplasias distales que en proximales, sugiriendo que puede estar relacionado
con las diferencias en la etiologia (Naccarati et al. 2012). Las mutaciones en los
adenomas colorrectales son raros (16%), en comparacion con la frecuencia de
alteraciones genéticas en el carcinoma (40-50%) (B. lacopetta et al. 2006), siendo las
mutaciones en los codones 175 y 273 las mas frecuentemente encontradas en
adenocarcinomas.

En el CCR, la alteracién de la funcién normal de gen p53 representa un gran paso
en la carcinogénesis, aunque las mutaciones se han identificado como eventos tardios
en este proceso. Debido al papel fundamental del p53, es esperable que sus variantes
jueguen un papel en la susceptibilidad del CCR esporadico. A pesar de esto, no se
dispone aun de resultados consistentes sobre la labor de las mutaciones en p53 y sus

polimorfismos (Naccarati et al. 2012).
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2.5 P53 y microARNs (miARNSs).

Los miRNAs son una clase de nucleédtidos pequefios enddgenos de ARN (de unos
22 nucledtidos de longitud) no codificantes que tienen un papel esencial en la
regulacién post-transcripcional de la expresiéon de genes a través de la union a la
region 3’-UTR de ARN mensajeros (ARNm) codificantes de proteina. Un solo miARN
puede regular multiples diana de ARNm y se predice que los miARNs regulan
aproximadamente el 60% de los genes (Cekaite et al. 2016). Hasta la fecha, 1527
precursores y 1921 miARN maduros se han identificados en humanos y la mayoria de
los genes que codifican proteinas son diana de miARN. Cada miARN puede regular
cientos de genes y cada gen puede ser regulado por multiples miARN, resultando en
complejas combinaciones en la regulacién post-transcripcional de la expresion de
genes (M. F. Jones and Lal 2012).

Los miARNs como resultado de la regulacion de la expresidon genética, modulan
multiples procesos celulares incluyendo la proliferacion, la diferenciaciéon y la
apoptosis, por lo que la perturbacion de la expresion de los mMiARN tiene
consecuencias patoldgicas. En el cancer, la pérdida de miARN supresores de tumores
aumenta la expresién de oncogenes diana mientras que el aumento de expresién de
miARN que se comportan como oncogenes (conocidos como oncomiRs) puede
reprimir a genes supresores de tumores clave (Kasinski and Slack 2011). Existen
multiples datos cientificos hasta la fecha que destacan el rol de los miARN en la
iniciacion progresion y desarrollo del CCR (Manzant Saplacan 2015).

La regulacion negativa de la expresidn de los miARN se observa frecuentemente
en los canceres, lo que sugiere que la mayoria de los miARNs funcionan como
supresores de tumores. Sin embargo, otros miARNs, incluidas la familia miR-17-92,
miR-21 y miR-155, tienen una regulacion positiva en ciertos cdnceres, lo que sugiere
que presentan funciones oncogénicas.

Ejemplos de miARNs supresores de tumores incluye la familia let-7, el grupo miR-
15-16, y el p53-target miR-34. La expresion de multiples miembros de la familia let-7
estd disminuida en multiples canceres incluyendo mama, ovario, pulmdn y colon,
habitualmente debido a la delecion del loci let-7. Let-7 inhibe la proliferacién vy
tumorigénesis reprimiendo a un grupo de oncogenes como RAS, MYC y HMGA?2, y a su

vez es regulado negativamente por MYC. El grupo miR-15-16 tiene potentes efectos
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antiproliferativos y su localizacién en 13g14 estd frecuentemente suprimida en la
leucemia linfatica crénica y en el cadncer de prdstata (Xiao Ling Li et al. 2014).

Estudios recientes han demostrado que p53 puede alterar la transcripcién de
numerosos MiARNs y, en algunos casos, también puede influenciar la maduracion de
los miRNAs. Por el contrario, los miARNs pueden igualmente modular la cantidad y
actividad de p53 a través de mecanismos directos e indirectos. Ademads, p53 mutado
puede reprimir activamente la expresiéon de algunos miARNs que son activados por
p53 no mutado o wild type. (M. F. Jones and Lal 2012).

Los miARNs regulados positivamente por p53 tienen habitualmente como diana
genes con efectos proapoptéticos y antiproliferativos, reforzando asi la funcién de p53.
La familia miR-34 fue de las primeras relacionadas con p53. Esta familia de miARNs
juega un papel fundamental ya que media los efectos antiproliferativos vy
proapoptdticos de p53, teniendo como objetivos genes del ciclo celular y proto-
oncogenes. La expresion de miR34 se pierde frecuentemente en muchos tipos de
cancer, tanto como resultados de la mutacion de p53 como por la delecion de miR-34
en el locus 1p36. El eje p53-miR-34 regula la transicion epitelio-mesénquima (EMT)
(Figura 3). Este proceso tiene lugar durante el desarrollo humano y se puede reactivar
en algunos canceres, permitiendo a las células cancerigenas del epitelio adoptar un
fenotipo mesenquimal mas mévil y asi propagarse a otros érganos (M. F. Jones and Lal
2012).

Como ya hemos sefialado para miR-34, se ha demostrado que ciertos miARN son
regulados por p53. En el caso de p53 mutado, no solo pierde su actividad como
supresor de tumores, sino que también adquiere nuevas funciones oncogénicas, lo que
se ha denominado ganancia de funcién. Se ha comprobado que los miARNs son los
efectores ultimos de los procesos bioldgicos regulados por p53 mutado. Por lo tanto,
una perspectiva importante para el cancer es la conexién entre las vias de regulacion
de los miARN con las vias de regulacion de p53, ya sea mutado o wild type (Xiao Ling Li

et al. 2014).
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Figura 3. Regulacién de la biogénesis de miARN por p53. P53 incrementa
la expresion de miARN incluyendo miR-200, miR34 y miR-16. Si ocurre un
dafio en el ADN, p53 activa transcripcionalmente la familia miR-34 y
postranscripcionalmente aumenta miR-16. Estos miARNs inhiben Ia
expresion de numerosos genes involucrados en la proliferacién celular y
supervivencia. Los niveles basales de p53 también pueden regular otros
miARN como la familia miR-200 para inhibir EMT. Induciendo miARNSs,
p53 puede ejecutar su funcién supresora de tumores para inhibir la
iniciacion y progresion tumoral (M. F. Jones and Lal 2012).
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3. CELULAS MADRE (CM) y CELULAS MADRE
CANCEROSAS (CMC)

3.1 GENERALIDADES

3.1.1 CELULAS MADRE (CM)

Las células madre (CM) son células presentes en todos los organismos
multicelulares con capacidad de auto-renovacion y que pueden diferenciarse en
multiples lineas celulares. Se clasifican acorde con su origen y su capacidad de
diferenciacién (Behr et al. 2010). Otra caracteristica adicional de las CM es su habilidad
para migrar. Por lo tanto, las CM son Unicas, ya que una pueden mantener un
equilibrio entre quiescencia, migracion, proliferacion y diferenciacion en funcién de
distintos factores (Florian and Geiger 2010).

La CM adulta es especifica del tipo de tejido y érgano al que pertenece. Forman
solo una pequefia fraccién del total de células y pueden proliferar a lo largo de la vida
del organismo. Estas células, relativamente indiferenciadas y con una divisidn lenta son
responsables de mantener la integridad del tejido y de aportar nuevas células (Stoian,
Stoica, and Radulian 2016). Las CM normales de un tejido se localizan dentro o
adyacentes a un microambiente conocido como “nicho”, el cual es beneficioso para
mantener sus caracteristicas de CM. Los nichos se componen de varios tipos de
células, asi como de matriz extracelular (ECM), citoquinas y factores de crecimiento
secretados por las células del nicho. Por ejemplo, las células de Paneth localizadas en
las criptas intestinales forman parte del nicho en el cual se encuentran las CM
intestinales (Yoshida and Saya 2016).

Se piensa que las CM se dividen lentamente. El modelo de division de las CM es
muy importante ya que determina el tipo de progenie y la cantidad de poblacién
celular en un futuro. Para asegurar su auto-renovacion, las CM pueden dividirse de
forma simétrica o asimétrica (Figura 4). La divisién asimétrica supone que cada CM se
divide para generar una célula hija con caracteristicas CM vy otra célula hija
diferenciada. Se ha postulado que la nueva CM mantiene la hebra de ADN original para

minimizar los errores de replicaciéon. A esto se le ha llamado “hipétesis de la hebra
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inmortal”. Este modelo tiene la ventaja de mantener la poblacién de CM constante.
Sin embargo, una desventaja obvia es la incapacidad de reponer el pool de CM en caso
de dafio. En el caso de la division simétrica, las CM son capaces de dos tipos: una
divisién de proliferacién que resulta en la creacién de dos SC idénticas que mantienen
las caracteristicas de CM, y una division de diferenciacién resultando en la creacién de
dos células diferenciadas. La division simétrica se ha observado durante el desarrollo
de organismos vertebrados e invertebrados y es también comudn durante el proceso de
curacion y regeneracion. El equilibrio entre los dos modelos estd controlado por
sefales intrinsecas y extrinsecas para producir un nimero apropiado de CM vy células
diferenciadas (Morrison and Kimble 2006; Shahriyari and Komarova 2013; Stoian,

Stoica, and Radulian 2016).

DIVISION DIVISION
SIMETRICA ASIMETRICA

Figura 4. Division simétrica y asimétrica de las CM. En el modelo de division
asimétrica, la CM produce una célula diferenciada y una CM. En el modelo de divisién
simétrica, la CM produce dos células diferenciadas o dos CM (Shahriyari and
Komarova 2013).

La auto-renovacion de las CM estd regulada por distintas vias, muchas de las
cuales también se han visto implicadas en la oncogénesis. Por ejemplo, la prevencion
de la apoptosis por la expresiéon forzada del oncogén BCL-2. Las vias de sefializacién
Notch, Sonic hedgehog (SHH) y Wnt pueden regular la auto-renovaciéon de las CM. Una
via de sefializacion particularmente interesante que ha demostrado regular tanto la via

de la auto-renovacién de las CM como la oncogénesis en diferentes organismos es la
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Wnt. Las proteinas Wnt son moléculas de senalizacién intracelular que regulan el
desarrollo en numerosos organismos y contribuyen a la oncogénesis cuando se
desregulan (Reya et al. 2001). Se ha demostrado que la via Wnt aumenta la
autorenovacion de las células madre hematopoyéticas y se activa tanto en neoplasias
mieloides como linfoides, indicando su implicacién tanto en la hematopoyesis normal
como en la maligna (Kirstetter et al. 2006).

Las CM pueden clasificarse dependiendo en su potencial de diferenciacién en
cinco grupos: totipotentes u omnipotentes, pluripotentes, multipotentes,
oligopotentes y unipotentes. Y segun su origen, las CM puede ser agrupadas en cinco
categorias: embrionarias, fetales, perinatales, adultas e iPs (células madre
pluripotentes inducidas) (llic and Polak 2011). A continuacién, definiremos Ia

clasificacién segun su potencial de diferenciacion.

Células madre Totipotentes

Las células totipotentes u omnipotentes puede diferenciarse en tejidos
embrionarios de las tres capas germinales y en tejidos extraembrionarios. Son capaces
de generar un organismo completo y viable. Un évulo fecundado es un ejemplo de

células totipotente (llic and Polak 2011).

Células madre pluripotentes

Aunque tienen menos potencial que las células totipotentes, las células
pluripotentes son posiblemente mds utiles para la medicina regenerativa. Pueden
auto-renovarse y diferenciarse en casi cualquiera de las tres capas germinales,
ectodermo, endodermo y mesodermo, desde donde se desarrollan todos los tejidos y
6rganos. Las CM embrionarias (CME) son actualmente las Unicas células madre
pluripotentes conocidas. CME derivan de la masa celular interna (MIC) del blastocito, y
se caracterizan por ser pluripotentes y dar lugar a diferentes linajes y tipos
celulares (Behr et al. 2010).

Recientemente se han creado las células madre pluripotentes inducidas (iPs), y
como su nombre indica también pertenecen a este grupo. Las iPs son células
especificas de tejido reprogramadas al nivel de CME. Se incluyen en un grupo a parte

por ser obtenidas de forma artificial (llic and Polak 2011).
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Células madre multipotentes

Las CM multipotentes puede auto-renovarse y diferenciarse en diferentes tipos
celulares pertenecientes a una misma familia o linaje. Las células madre mesénquimas
(CMM) son un ejemplo tipico de células multipotentes. Las CMM son células
mesodérmicas no especializadas que pueden generar tejido conectivo, hueso, cartilago

y los sistemas circulatorio y linfatico (llic and Polak 2011).

Células madre oligopotentes

Las CM oligopotentes pueden auto-renovarse y diferenciarse en unos pocos
tipos celulares estrechamente relacionados. Las células madre hematopoyéticas que
pueden diferenciarse tanto en los linajes mieloides y linfoides serian un ejemplo de

células madre oligopotente (llic and Polak 2011).

Células madre unipotentes

Las CM unipotentes tienen capacidad de auto-renovacion pero solo pueden
diferenciarse en un tipo celular concreto. Las células madre musculares son ejemplo
tipico de este grupo (llic and Polak 2011).

Las CM adultas son especificas de tejido y d6rgano, forman una pequefia
fraccién de la poblacién total de células y tienen la capacidad de dividirse lentamente
manteniendo la integridad del tejido al que pertenecen. Su progenie es mas
diferenciada y puede dividirse a un ritmo mas rdpido. Las CM adultas tiene numerosas
caracteristicas que las distinguen. Estas incluyen (i) auto-renovacion; (ii) plasticidad;
(iii) potencial de diferenciacion en multiples tipos celulares y (iv) regeneracion tisular.
La plasticidad es un rasgo principal de las CM. Las CM adultas de un tejido (ej. Médula
6sea tienen la habilidad de formar injertos en diferentes tipos de tejidos (ej. Colon)

(Stoian, Stoica, and Radulian 2016).
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3.1.2 CELULAS MADRE CANCEROSAS (CMC)

La presencia de células madre cancerosas (CMC) se demostrd por primera vez
en cancer hematopoyético hace aproximadamente 20 afos. En 1994, Dick et al.
(Lapidot et al. 1994) demostraron que solo las células leucémicas que expresaban los
mismos marcadores que las CM adultas hematopoyéticas (CD34*CD38") podian iniciar
una neoplasia hematopoyética y se llamé a estas células, células madres leucémicas
(CMLs), o células madres cancerosas (CMC) (X. Wang, Huang, and Chen 2017).
Posteriormente se han ido identificando en distintos tipos de tumores sodlidos
incluyendo cerebro, pulmdén, mama, colon, melanoma y ovario (M. Yang, Liu, and
Huang 2016). Este pequefio subgrupo de células eran capaces de auto-renovacion,
iniciacién de tumor y mantenimiento de la enfermedad (Stoian, Stoica, and Radulian
2016).

Las neoplasias estan compuestas por diferentes tipos celulares que contribuyen
a la heterogeneidad del tumor. De acuerdo con el concepto de carcinogénesis mas
reciente, hay evidencia que apoya una hipdtesis que postula que los tumores
contienen pequeifias subpoblaciones de CMC, las cuales presentan una serie de
caracteristicas que las distinguen: (1) capacidad de iniciacién de tumor y progresién
tumoral, (2) auto-renovacién y diferenciacion, (3) expresiéon de un caracteristico
repertorio de marcadores de superficie (Casado et al. 2017; Dalerba and Clarke 2007).
Las CMC, ademas, controlan el desarrollo tumoral siendo responsable de las recidivas y
metdstasis y de la resistencia a quimio y radioterapia. Por tanto, las CMCs se
consideran la fuente principal de enfermedad residual tras la administracion de
tratamiento (Kucia and Ratajczak 2006; Papaccio et al. 2017; M. Yang, Liu, and Huang
2016). Esta subpoblacion de células tumorales con estas propiedades bioldgicas no es
abundante en los distintos tejidos. En lineas celulares cultivadas a largo plazo, la
fraccidn de estas células especiales estan presentes en un rango de no mas de 0.1-2%
(M. Yang, Liu, and Huang 2016).

Se han propuesto dos teorias para explicar como surgen las CMC: (1) a partir
mutaciones en CM normales o células precursoras, llevando a una proliferacién sin
control (Figura 6); o (2) des-diferenciacion celular hasta un estado stem-like, lo que en

una células cancerigena produciria una CMC (Munro et al. 2017).
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Figura 6. Modelo de la teoria de CMC: solo las CMC son capaces de iniciar y
mantener el tumor, siendo ademas resistentes a terapias convencionales de
tratamiento. Las CMC se generan a partir de CM normales o células
precursoras/progenitores donde ocurren mutaciones epigenéticas (Papaccio et
al. 2017).

Tal como las CM normales en los tejidos, las CMCs también han mostrado tener
nichos cuyos componentes incluyen células endoteliales, osteoblastos y moléculas de
la ECM compuestas por osteopontin y dacido hialurdnico. Ademas, fibroblastos y
macroéfagos asociados a neoplasias, MSC indiferenciadas y células del sistema inmune
en el estroma tumoral sirven como nicho de CMC proporcionando factores de
crecimiento tales como el factor de crecimiento transformante beta (TGFB), factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), asi como
citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral o (TNFa) y varias
interleuquinas incluyendo IL-1b y IL-6. La red de citoquinas no solo fomenta el
desarrollo tumoral sino que también mantiene las caracteristicas de CMC de las cuales
depende la recurrencia de la enfermedad y las metastasis (Yoshida and Saya 2016).
Existe suficiente evidencia que apoya la importancia que tiene el nicho en el
mantenimiento del pool de CM.

Su habilidad para sobrevivir y resistir los tratamientos con quimioterapia y

radioterapia convencionales se ha observado en varios tumores. Un estudio llevado a
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cabo por Kang et al. mostré que soélo una pequefia proporcién de células de
glioblastoma sobrevivian y conseguian proliferar tras la exposiciéon a dosis letales de 1-
3-bis(2-chlorethyl)-1-nitrosoure (BCNU). Estas células residuales expresaban los
marcadores de superficie CD133, CD177, CD90, CD71 y CD45 y podian iniciar el tumor
cuando se trasplantaban de forma ortotépica en ratones inmunodeprimidos.
Describieron estas células resistentes a BCNU como células cancerosas stem-like (Kang
and Kang 2007).

Una de las propiedades mas preocupantes de las CMC es su capacidad para
metastatizar, movilizarse desde el tejido primario e implantar en un compartimento
anatomico distinto donde mantiene el crecimiento de una lesién tumoral secundaria
(Dalerba and Clarke 2007). Investigadores han mostrado que la habilidad metastasica
del cancer estaba estrechamente asociada al fenotipo de la CMC, especialmente al
proceso conocido como transicion epitelio-mesenquimal (Mani et al. 2008; M. Yang,
Liu, and Huang 2016). Hermann et al. (Hermann et al. 2007) llevaron a cabo un estudio
usando lineas celulares de cancer pancreatico humano. Mostré que la poblaciéon
CD133+ de esta linea celular podia ser subdividida en dos subgrupos basandose en la
expresion de la molécula CXCR4 (CD133+/ CXCR4neg and CD133+/CXCR4+).
Comparando la capacidad tumorigénica del volumen de células CD133+ (el cual
contiene una mezcla de células CD133+/CXCR4neg y CD133+/CXCR4+) y de las células
CD133+ que carecen de CXCR4+ (ej.: CD133+/CXCR4neg) mostré que las dos
poblaciones eran igualmente capaces de mantener el crecimiento tumoral. Sin
embargo, de forma curiosa, la deplecion del subgrupo CXCR4+ del volumen CD133+
era capaz de anular la capacidad del tumor de formar metastasis espontaneas, al

menos a corto/medio plazo.

3.2 IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE CMC

En los dltimos anos ha surgido la “hipdtesis de las CMC” la cual postula que una
poblacidn minoritaria de células dentro de un tumor son las ya mencionadas células
madre tumorales. Este subgrupo celular es presuntamente el responsable de generar
la masa tumoral la cual consiste en una variedad de células con distintos grados de
diferenciacién. En paralelo a la aparicidon de esta hipdtesis, ha crecido el interés en su

estudio y aislamiento (Elsaba et al. 2010).
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Las CMCs se aislan habitualmente por la expresién de marcadores moleculares
especificos como CD133, CD34, CD24, CD44, CD166 y la molécula epitelial de adhesién
celular (EpCAM), la cual se usan también para identificar células madre normales,
CD66¢c, CD29, Musashi-1, aldehido-deshidrogenasa-1 y el receptor 5 acoplado a la
proteina G que contiene repeticiones ricas en leucina (LGR-5) (Todaro et al. 2010; M.
Yang, Liu, and Huang 2016). Existen estudios que sugieren que alteraciones geneéticas
o del microambiente pueden influenciar la aparicién de células con genotipo CM-
like (Casado et al. 2017). CD133 ha mostrado ser un marcador de gran importancia en
la identificacion de poblaciones celulares enriquecidas con CMC de céncer de colon y
carcinoma hepatocelular (Stoian, Stoica, and Radulian 2016; M. Yang, Liu, and Huang
2016). Un estudio realizado por Horst et al. demostrd que la alta expresion de CD133+
en el CCR se correlacionaba de forma importante con la aparicion de metastasis
hepaticas (David Horst et al. 2009).

Las CMCs se pueden aislar usando citometria de flujo basado en los marcadores
de superficie especificos y bolas magnéticas especiales recubiertas de anticuerpos
especificos para los marcadores de superficie de dichas células. Mientras que la
presencia de marcadores de superficie expresados por las CMCs se utiliza para aislar
estas células, aun no se conocer un marcador o patrén de marcadores con el potencial
de identificar estas células en muchos tumores. Otro método para identificar y aislar
CMCs esta basado en su habilidad para excluir el colorante fluorescente Hoechst
33342 via trasportadores de membrana dependientes de ATP (del inglés, “ATP-binding
cassette, ABC). Estos transportadores pueden evacuar fuera de la célula varios
compuestos enddgenos y exdgenos incluyendo xenobidticos y también el comentado
colorante fluorescente Hoechst 33342, consiguiendo asi una baja retencion de la seiial
fluorescente en estas células, por lo que aparecen en la esquina inferior izquierda en el
anadlisis por citometria de flujo. Las CMCs tienen una sobre-expresion de los
transportadores ABC, especialmente ABCG2, los cuales excluyen activamente el
colorante fuera de la célula. A la fraccién de células capaz de expulsar el colorante
Hoechst 33342 se la conoce como “side population” (SP) y son consideradas CMCs. La
existencia en distintos tumores de células SP con caracteristicas estaminales se
considera un factor clave en la resistencia a terapias y se considera uno de los mayores

retos en el tratamiento del cancer (P. Liu et al. 2014; C. Wu and Alman 2008; M. Yang,
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Liu, and Huang 2016). Las CMCs también pueden ser identificadas basandose en la
expresion de aldehido deshidrogenasa (ALDH). Ginester et al. mostraron que tanto las
células de mama normales como las cancerigenas que presentaban un aumento de la
actividad ALDH tenian propiedades de células madre. En el carcinoma de mama, la alta
actividad de ALDH identifica a la fracciéon celular tumorigénicas capaz de auto-
renovacion y de generar tumores heterogéneos que recuerdan al tumor primario

(Ginestier et al. 2007).

3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A TERAPIAS

Las CMC poseen la propiedad de resistencia (del inglés "robustness"), la cual
comprende varias caracteristicas incluyendo un ciclo celular lento, la habilidad de
expulsar agentes citotoxicos de la célula, resistencia al estrés oxidativo, habilidad de
adaptacion a un microambiente con pocos nutrientes y una rapida respuesta al dafio
del ADN. Todo ello contribuye al desarrollo de la resistencia a terapias (Figura 7 ay b)
(Yoshida and Saya 2016).

La resistencia de las CMC a quimioterapia y radioterapia estandar puede llevar
a la persistencia de la enfermedad, lo que conocemos como enfermedad minima
residual (EMR) y a la recurrencia tumoral y por tanto constituye un reto en el
tratamiento clinico del cancer (M. Yang, Liu, and Huang 2016). Si las CMCs persisten,
incluso si la masa tumoral ha desaparecido gracias al tratamiento con quimioterapia
(QT) y radioterapia (RT), el tumor recurrird inevitablemente (Stoian, Stoica, and
Radulian 2016).

Las CMCs son capaces de activar los mecanismo de control de dafio de ADN en
respuesta a un dafio a este inducido tanto por radiacién o por QT, por lo tanto
aumenta su habilidad para reparar las hebras de ADN (M. Yang, Liu, and Huang 2016).

Otro mecanismo importante que contribuye a la resistencia al tratamiento es la
alta expresién de transportadores ABC, las proteinas transmembrana dependiente de
ATP capaces de exportar ciertas sustancias y drogas fuera de la célula levando a una
multiresistencia a tratamientos. Liu et al. han demostrado recientemente que la
expresion de ABCG2 en las células SP era mayor que en las células no SP. Asi mismo,

Las CMCs presentan un nivel bajo de ROS debido en parte a la hasta expresién de
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moléculas que eliminan radicales libres como el glutation (GSH) (M. Yang, Liu, and

Huang 2016).
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Figura 7. Caracteristicas bioldgicas de las CMC. (a) CMC presentan propiedades de
resistencia que se estable por la combinacidn de distintos fenotipos. (b) CMC son
mas resistentes a intervenciones terapéuticas, dando lugar a la generacién de
“enfermedad minima residual” (EMR) que estan principalmente compuesta por
CMCs, siendo EMR la principal causa de recurrencia y metastasis (Yoshida and
Saya 2016).

Otro factor que contribuye a la resistencia a la terapia convencional de las
CMCs es su estado quiescente o inactivo. Ciertos agentes quimioterapéuticos tienen
preferencia por células con crecimiento rapido, que presentan una replicacion de ADN
activa y por tanto altamente sensibles a agentes que dafian el ADN. Las CMCs que se
encuentran en estado latente serian menos vulnerables a estos agentes (M. Yang, Liu,

and Huang 2016).
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3.4 CELULAS MADRE CANCEROSAS (CMC) Y CANCER COLORRECTAL (CCR)

La superficie luminar del colon consiste en una simple capa de células de epitelio
columnar las cuales estan plegadas formando protrusiones en forma de dedo hacia el
lumen. Los espacios entre las protusiones se conocen como criptas de Lieberkiihn y
son la unidad funcional del intestino. El epitelio intestinal contiene cuatro linajes
celulares distintos: enterocitos, células caliciformes, células endocrinas y células de
Paneth (Figura 8). Las células columnares de la base de la cripta (CBCs) son pequefiias
células indiferenciadas las cuales se piensan que son las verdaderas CM intestinales
gue dan lugar a todos los tipos celulares epiteliales. Estas CM tienen la habilidad de
dividirse asimétricamente, generando una célula hija idéntica y a una célula que va
proliferando y diferenciandose en enterocitos, células caliciformes y células endocrinas
durante su desplazamiento hacia la parte mas superior de la cripta. Las células de
Paneth, que se localizan en la base de la cripta y estan distribuidas principalmente
desde el duodeno hasta el ileon, contribuyen en el mantenimiento del nicho
produciendo barreras defensivas mucosas, modulando la microflora intestinal vy
produciendo factores de crecimiento y otras moléculas (Munro et al. 2017).

Existen dos hipdtesis que intentan explicar el mecanismo celular de la
formacion espontanea de adenomas. Parece légico pensar que todo comienza en las
criptas del epitelio del colon de un modo ascendente, ya sea a través de mutaciones
directas de las CBCs o de células progenitores durante el proceso de diferenciacién. En
la hipdtesis “ascendente” (del inglés “botton-up”), un clon de célula adenomatosa se
produce por expansion estocdstica de una CM en la base de la cripta, siendo el epitelio
displasico el que coloniza toda la cripta formando un adenoma monoclonal en la cripta
(Brittan and Wright 2004; Munro et al. 2017). Sin embargo, en adenomas mas
avanzados, la cinética de migracion celular parece que ocurre de forma contrariay la
proliferacidn se restringe a las células mas cercanas al borde superior de la cripta. Esta
redistribucion de las células proliferativas aboga por una segunda teoria, la hipdtesis
“descendente” (del inglés “top-down”), donde una CM mutada localizada en una zona
inter-cripta cercana a la superficie luminal prolifera y migra lateralmente hacia criptas
adyacentes reemplazando el epitelio normal, y de forma similar a la hipdtesis
“ascendente”, genera una lesién monoclonal (Brittan and Wright 2004). En 1963, Cole

and McKalen ya mostraron datos que apuntaba a una carcinogénesis segun el modelo
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descendente o top-down, demostrando que tanto tumores colorrectales pequefios y
grandes, asi como podlipos presentaban células en divisién en su periferia distribuidas
en focos de forma aleatoria (Cole and McKalen 1963).

Las células diferenciadas de la mucosa del colon tienen una via Gtil corta, de
dias, mientras que las CM intestinales normales tienen una vida mas larga y por lo
tanto presentan mas oportunidades para acumular mutaciones. La secuencia
adenoma-carcinoma de Volgestein establece que las mutaciones se acumulan en la
célula, conduciendo a la transformaciéon maligna. Actualmente existen evidencias que
sugieren que las CM del colon con vida media larga pueden acumular mutaciones por
un periodo de tiempo prolongado antes de que su fenotipo cambie (Fearon and

Vogelstein 1990; Stoian, Stoica, and Radulian 2016).
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Figura 8. Organizacion celular del epitelio intestinal (Munro et al. 2017).

El nicho es el ambiente fisico que mantiene a las CMs en los distintos tejidos,
incluyendo el colon. En este tejido, se han descrito como estructura bdsicamente
formadas por miofibroblastos intestinales subepiteliales (ISEMFs) localizados en la

base de las criptas. Cada cripta estda revestida por estos ISEMFs separados Unicamente
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por una lamina basal. Los ISEMFs se activan y proliferan en respuesta a varios factores
de crecimiento, incluyendo miembros de la familia del factor de crecimiento derivado
de plaquetas. Los ISEMFs dentro del intestino estan involucrados en la organogénesis,
proteccidén de agentes dafiinos y reparacion tras el dano. Existe evidencia que sugiere
que controlan la proliferacidon y diferenciacion de las células epiteliales. Ademas,
juegan un papel importante en la absorcién de agua y electrolitos. En estados
patolégicos, ISEMFs contribuyen a la fibrosis, reaccién desmoplastica y neoplasia. Se
ha visto que los nichos también estan regulados por sefiales extrinsecas e intrinsecas.
Aparte de los ISEMFs, el mantenimiento de los nichos estd regulado por la familia de
receptores tirosin-kinasa Eph/ephrin. Las proteinas Wnt estan presentes en el fondo
de las criptas e interactian con receptores en las células epiteliales, resultando en una
proliferacién nuclear inducida por beta-catenina. Ademas de Wnt, otras vias de
sefalizacion, incluyendo aquellas mediadas por la proteina morfogenética dsea, Notch
y Sonic hedgehog (SHH), han sido identificadas como reguladores clave del nicho de
CM. Se piensa que el microambiente ejerce su efecto a través de mecanismo
epigenéticos que inhiben o realzan la expresidn de varios genes sin alterar la secuencia
de ADN (Stoian, Stoica, and Radulian 2016; Todaro et al. 2010).

El conocimiento del patron de expresion de las CMCs en el CCR ha aumentado
en los ultimos afos, revelando una poblacidn celular heterogénea dentro de las CMCs,
desde pluripotentes hasta células diferenciadas, con solapamiento y a veces
combinaciones Unicas de marcadores.

CD133 ha mostrado ser un marcador de importancia para identificar CMCs en
el cancer colorrectal. CD133 fue primariamente identificado como marcador de
superficie en un grupo de células madre hematopoyéticas, células progenitoras y
progenitores endoteliales circulantes derivados de la médula dsea involucrados en la
angiogénesis postnatal, inflamacion y regeneracidn tisular. O’Brien et al., demostraron
que era 200 veces mas probable que las células CD133+ de CCR iniciaran crecimiento
tumoral que aquellas que eran CD133-. Cuando se inoculan células CD133+ bajo la
capsula renal de ratones inmunodeficientes NOD/SCID, el tumor que resultante se
asemejaba al tumor original (O’Brien et al. 2007). En un estudio similar Ricci-Vitiani et
al. fue el subgrupo de células de cancer colorrectal CD133+ las que resultaron

tumorigénicas. Las células CD133+ daban lugar a tumores semejantes al tumor original
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(Ricci-Vitiani et al. 2007). Contrariamente, un estudio reciente demuestra la poblacion
de células CD133+ es variable en distintas lineas celulares, con porcentajes que varian
desde el 95% del total de las células tumorales hasta el 32% (Elsaba et al. 2010).

Multiples estudios han hablado de su potencial diagndstico y prondstico asi
como interaccién con vias de sefalizacidon intracelulares. Existen estudios que han
investigado mediante inmunohistoquimica el papel prondstico de la expresién de
CD133, mostrando un relevancia pronostica alta en la progresion del CCR y la
formacidn de metdstasis (Fanali et al. 2014). Chao et al. propusieron que las células de
CCR CD133+ eran mas tumorigénicas que aquellas CD133- debido a su interaccion en
el microambiente del tumoral con los fibroblastos asociados a carcinoma a través del
eje de sefializacidn paracrino CXCR4- SDF-1 (Chao et al. 2012).

CD44 ha resultado ser también un marcador importante en para identificar
CMC en el CCR. Es una glicoproteina de superficie que actla en interacciones célula-
célula, adhesién del citoesqueleto a la matriz extracelular y migracién celular (Munro
et al. 2017). Dalerba et al. fue el primero en identificar CD44 como un potencial
marcador de células madre tumorales (Dalerba et al. 2007). La expresidon de CD44 se
activa al menos en parte por el complejo beta-catenina/Tcf-4 en las células del cancer
colorrectal; y su sobreexpresion es un evento temprano en la transformacién de
adenoma a carcinoma (Sanders 2011). En la mucosa del colon se usa como marcador
de diferenciacién inmadura. La desactivacién de CD44 previene la tumorigénesis y la
formacion clonal. De hecho, la inoculacidén de tan solo 100 células CD44+ es suficiente
para iniciar la formacion tumoral en ratones desnudos, y una simple célula CD44+
forma esferas tumorales con caracteristicas estaminales, pudiendo desarrollar
tumores cuando se injertan en ratones desnudos (Du et al. 2008).

EpCAM es un marcador que se expresa Unicamente por células epiteliales y en
canceres de origen epitelial. Se describié por primera vez en cancer colorrectal, y
posteriormente en otros canceres (Munro et al. 2017). Multiples estudios han aislado y
caracterizado células EpCAM+/CD44+ de tumores colorrectales. Dalerba et al. (Dalerba
et al. 2007) descubrié que tanto el colon normal como los tumores colorrectales
contenian dos poblaciones celulares: EpCAMuigh/CD44+ and EpCAMow/CD44-. Sélo la
el grupo EpCAMyigh/CD44+ es capaz de formar tumor cuando se inoculan en ratones

NOD/SCID (del inglés “nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency mice”).
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EpCAM es un marcador potencialmente diagndstico en canceres epiteliales, donde su
alta expresion se correlaciona con una pobre supervivencia y estados avanzados de la
enfermedad. Ademas, debido a su sobreexpresién en adenocarcinomas, metastasis y
CMCs, se ha usado para detector CMC circulantes o metastdsicas (Munro et al. 2017).

CD166 o molécula de adhesion celular a leucocitos (del inglés activated
leukocyte cell adhesion molecule, ALCAM) pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulinas de adhesion celular. CD166 se describidé pro primera vez como un
potencial marcador de CMC en el CCR por Dalerba et al. en 2007(Dalerba et al. 2007).
Weichert et al. en 2004 observé un aumento heterogéneo en la expresiéon de CD166
en el cancer colorrectal. Observd una correlacidn significativa entre la expresion de la
proteina CD166 en adenocarcinomas de colon primario y un supervivencia menor
(Sanders 2011; Weichert et al. 2004).

En los ultimos afios se han ido afiadiendo nuevos marcadores en el estudio de
las CM en el CCR, como son CD24, CD29, actividad ALDH, Lgr5 o CD66¢c (Fanali et al.
2014; Gemei et al. 2013a). ALDH es comuUnmente considerado como un marcador
tanto de CM normales como de CMCs. Un estudio llevado a cabo por Huang et al en
2009 mostraron que células tumorales de cancer de colon con actividad enzimatica
ALDH aisladas mediante citometria de flujo tenian la capacidad de generar tumores en
ratones NOD/SCID con tan solo la implantacién de 25 células (E. H. Huang et al. 2009).
La expresiéon de CD66¢c, medido por inmunohistoquimica, estaba aparentemente
aumentado en neoplasias colorrectales, y una alta expresion de CD66c¢ fue identificada
como un factor prondstico independiente en pacientes con CCR resecable. Un estudio
llevado a cabo por Gemei et al. demuestra que la expresion de CD66¢ estaba asociada
con las CMCs del CCR y que la inhibicion de CD66c¢c bloqueada el crecimiento tumoral,
de este modo abriendo una via para un potencial tratamiento del CCR (Gemei et al.

2013a)..
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3.5CMCY P53

El gen supresor de tumores p53 asegura la calidad y estabilidad gendmica de las
CM, por lo tanto, sirve de barrera para la formacién de CMCs (Shetzer et al. 2014).
Cuando se encuentra mutado, p53 no solamente pierde sus funciones de supresién de
tumor, sino que gana funciones oncogénicas adicionales, un fenémeno denominado
p53 mutado con ganancia de funcién (GOF, del inglés, gain of function). La amplia
evidencia experimental existente sugiere que el p53 con ganancia de funcién media
propiedades oncogénicas como la proliferacién sostenida, la resistencia a la muerte
celular, invasién y metastasis y la inflamacién potenciada por el tumor (Brosh and
Rotter 2009; Muller and Vousden 2014).

Mientras que wild type p53 sirve de barrera para la formacion de CMCs (Shetzer et
al. 2014), parece que p53 GOF promueve la adquisicion de funciones en CMCs
(Molchadsky and Rotter 2017). Resulta interesante comprobar que muchas de las ya
aceptadas funciones de mtp53 GOF se comparten con las caracteristicas de las CMCs
(Muller and Vousden 2014). Por ejemplo, sabemos que las CMCs tienen un alto indice
de actividad mitética una capacidad de autorenovacion descontrolada, y que generan
heterogeneidad tumoral (Zhou et al. 2009). Estas caracteristicas también se atribuyen
a mtp53 GOF, como la extensa proliferacion, la formacion de metastasis y la
resistencia a tratamiento (Muller and Vousden 2014), dando lugar a tumores
indiferenciados (Aloni-Grinstein et al. 2014).

Los tumores que expresan mutaciones missense de p53 se asocian a mayor
agresividad tumoral. Estos muestran una mayor expresion de marcadores de CMCs.
Solomon et al. muestran en su estudio que el aumento de la expresién de ALDH1A1,
CD44 y Lgr5 en las células mtp53 examinadas podria estar mediado por la unién de
p53 mutado a sus promotores (Solomon et al. 2018), aunque mtp53 podria regular
indirectamente la transcripcion de genes a través de la union y estabilizacion de otros
factores de transcripcion (Muller and Vousden 2014).

Zeilstra et al. muestran que la expresion de CD44 es independiente del estatus de
p53 en CCR (Zeilstra et al. 2013). Las discrepancias entre estudios pueden deberse al
hecho de que el andlisis de Zeilstra et al. incluyé tumores con todo tipo de mutaciones
de p53 en el mismo grupo, mientras que otros estudios han dividido las muestras de

CCR en dos grupos: (a) tumores que expresan mutaciones de p53 tipo missense que
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son conocidas por sus funciones oncogénicas y (b) tumores con wtp53 o p53 con
mutaciones tipo delecion/insercion que habitualmente ejercion una pérdida de

funcion.

3.6 CMCY miARN

Datos recientes sugieren que los miARNs tienen un rol muy significativo regulando
la funcion de células normales y de CMCs a través de su interaccién con varias vias de
sefializacion. Las CMCs ademds de estar reguladas por Wnt, TGF- B, Ras y vias de
sefnalizacion inflamatorias, también estan reguladas por miARNs. Se ha observado que
multiples miARNs, como miR-470, miR-296 y miR-134 pueden inhibir los factores de
auto-renovacion Oct4, Sox2 y Nanog en el CCR (Guo, Bao, and Yang 2017). Xu et al han
comunicado que la expresion de miR-328 estaba disminuida en las CMCs del CCR y se
correlacionaba con una fraccién de SP alta. Sin embargo, una expresién alta de miR-
328 podia suprimir la capacidad de invasidn de las células tumorales y las sensibilizada
frente a la quimioterapia (X. T. Xu et al. 2012). Bitarte et al. han demostrado que la
supresion de miR-451 suprimia la auto-renovacion, la malignidad tumoral y la

recurrencia de las CMC en el CCR (Bitarte et al. 2011).
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4. MELATONINA

4.1 GENERALIDADES

Descrita por primera vez por McCord y Allen en 1917 (McCord and Allen 1917) y
aislada por Lerner en 1958, la melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una
hormona sintetizada principalmente en la glandula pineal a partir de la serotonina.
(Lerner et al. 1958). Uno de los rasgos mas Unicos de la melatonina es su ritmo
circadiano, con alta secrecién por la noche y bajo niveles durante las horas de luz,
siendo capaz de informar al organismo de alteraciones fotoperiddicas ambientales
(Reiter 1991a). Dado que la melatonina presenta un pico de secrecidon en sangre
coincidiendo siempre con la fase oscura del ciclo luz/oscuridad, se puede decir que la
melatonina es la expresién quimica de la oscuridad. Se conoce que, como molécula de
sefializacion, la producciéon de melatonina presenta también cambios estacionales, con
picos nocturnos mas largos durante el inviernos y mas cortos en verano (Brainard et al.
1982).

En vertebrados, el ritmo circadiano normal de la melatonina se genera Unicamente
por la melatonina secretada en la glandula pineal ya que se ha demostrado que la
reseccion de la glandula pineal elimina el ritmo en sangre por completo o se reduce
significativamente la amplitud. Las alteraciones en el ritmo circadiano de la melatonina
conlleva a una “crono-disrupcién” asocidndose con enfermedades, incluyendo
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiacas, hipertensiéon y cancer
(Tan et al. 2015).

Tras la identificacion de la sintesis de melatonina en la glandula pineal, la presencia
de las enzimas de sintesis fue descubierta en la retina y el cerebelo, y posteriormente
en multiples tejidos y drganos (céclea, epitelio respiratorio, glandula de Harder, piel,
tracto gastrointestinal, higado, etc). Estas son la aralkilamin N-acetiltransferasa (AA-
NAT) y la hidroxindol-O-metil transferasa (HIOMT), conocida actualmente como la
acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT) (Ledn et al. 2012).

Ademas de sus bien conocidas funciones en el ritmo circadiano, la melatonina y sus
metabolitos poseen propiedades antioxidantes, como capturando exceso de radicales
libres y aumentando la sintesis de enzimas antioxidantes tanto in vivo como in vitro.

También se le atribuyen acciones antiinflamatorias y la habilidad para mantener la
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estabilidad de membranas. Ademas, la melatonina presenta otras funciones como la
modulacién de la actividad mitocondrial o del sistema inmune, asi como propiedades
antiapoptéticas, antitumorales y antiisquémicas (S. Zhang et al. 2017)

La existencia de las enzimas de sintesis en multitud tejidos y la presencia en estos
de los receptores de melatonina, asi como el descubrimiento de sus efectos
antioxidantes y antiinflamatorios han llevado a los cientificos a calificar a esta hormona

como una molécula con multiples acciones (Acufia-Castroviejo et al. 2014).

4.2 SINTESIS Y METABOLISMO

La sintesis de melatonina ocurre en el pinealocito, con una oscilacion diaria,
dependiendo de las condiciones luminicas, habiendo un incremente de su secrecién
durante la noche. Es considerada como un marcador endocrino nocturno (Reiter
1991b).

La sintesis de melatonina comienza con la absorcién triptéfano en el
pinealocito. Seguidamente, se convierte el triptofano en 5- hidroxitriptéfano (5HTP) a
través de la triptofano-5- hidroxilasa. En el siguiente paso, el 5SHTP es decarboxilado
por la enzima 5HTP- decarboxilasa en 5-hidroxitriptamina (Serotonina o 5-HT).
Posteriormente, ocurre la N-acetilacion de la serotonina por la arilalkilamina N-
acetiltransferasa (AA-NAT), dando lugar a N-acetilserotonina. Finalmente, la N-
acetilserotonina se convierte en melatonina por la acetilserotonin-O-metiltransferasa

(ASMT, también conocida como HIOMT) (Stehle et al. 2011) (Figura 9)
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Figura 9. Biosintesis de Melatonina a partir de triptéfano (Venegas Maldonado 2012).

La N-acetilacion de 5-HT por la arilalkilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT) es
considerada un paso limitante de velocidad en la sintesis, motivado por la elevada
liberacién nocturna del neurotransmisor norepinefrina (NE) desde el sistema simpatico
hacia la glandula pineal. Sin embargo, Liu y Borjigin demostraron en ratas que era la
actividad enzimatica ASMT la que determinaba los niveles de sintesis de melatonina en
la glandula pineal durante la noche. De esta manera, ASMT, y no AA-NAT como se
habia descrito previamente deberia ser considerada la enzima limitante de velocidad

en la sintesis de melatonina (T. Liu and Borjigin 2005).
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La produccidon pineal de melatonina estd bajo control del nucleo
paraventricular del hipotalamo, el cual proyecta, finalmente, a la columna intermedio
lateral de los segmentos toracicos superiores de la espinal doral donde las neuronas
simpaticas preganglionares estan situadas. Los axones de estas neuronas salen de la
espina por el tercio anterior del ganglio superior, el cual manda sefiales
postglanglionares simpaticas a través de los nervios coronarii hacia la glandula pineal.
La norepinefrina se libera de estas terminaciones nerviosas donde interactia con
receptores postsinapticos Bl y al desencadenando multiples mecanismos
intracelulares que activan las sintesis de melatonina en los pinealocitos. La
activacion/desactivacion de esta compleja via neural que controla la sintesis de
melatonina estd bajo control del reloj circadiano, el nicleo supraquiasmatico en el
hipotalamo. A través de esta via, la produccién de melatonina expresa un ritmo
circadiano que esta intimamente sincronizado con el ciclo luz/oscuridad (Cipolla-Neto
et al. 2014).

Una vez sintetizada, sale facilmente del pinealocito, dada su alta
liposolubilidad, siendo liberada a la sangre, y llegando a todos los tejidos. Los niveles
de melatonina circulantes provienen casi de forma exclusiva de la glandula pineal, a
pesar de ser sintetizadas en otros érganos (Reiter 1991b). Una vez en el torrente
circulatorio, la encontramos unida a albumina y su vida media es de 10-40 minutos y
con metabolismo principalmente hepatico. Aproximadamente un 75% de la
melatonina absorbida por los hepatocitos pasa a 6-hidroximelatonina por las enzimas
microsomales. Este compuesto es posteriormente conjugado o bien con sulfato (70%),
llamado 6-sulfatoxymelatonina, o unida a un grupo glucurdnido (6%) (Reiter 1991b).

La produccion de melatonina disminuye con la edad, su sintesis comienza al os
tres o cuatro meses, con maximos entre los ocho y diez afios. A partir de entonces, su
sintesis va disminuyendo progresivamente, hasta que por enzima de los setenta afios
los niveles en sangre son un 90% menores que los prepuberales (Guerrero et al. 2006;

Mishima et al. 2001).
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4.3 RECEPTORES DE MELATONINA

La melatonina tiene multiples funciones como la re-sincronizacién del ritmo
bioldgico, la induccién del suefio, vasoregulacién o incluso inmunomodulacién. Gran
parte de sus acciones estdn mediadas por dos receptores de membrana
pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a proteina G (MT1y MT2) y a
por receptores nucleares pertenecientes a la familia de receptores retinoicos
RZR/ROR. El receptor nuclear RORa ha demostrado actuar como mediador en la
senalizacion intranuclear de la melatonina (Ledn et al. 2012). Ademas, como
mencionamos anteriormente, la melatonina es una molécula liposoluble pudiendo
interaccionar directamente sobre proteinas citosdlicas como la calmodulina, la
proteina quinasa C o bien puede actuar sobre radicales libres (Guerrero, J. M.; Carrillo-
Vico, A.; Lardone 2007).

De esta manera, la mayoria de los efectos de la melatonina se pueden dividir en
dos, aquellos que son dependientes de su unién a receptores (de membrana o nuclear)

y aquellos que son independientes de receptor (S. Zhang et al. 2017).

4.3.1 Receptores de membrana.

Hasta ahora se han identificado tres lugares de unién a la melatonina,
denominados primariamente Mella, Mellb y Mellc y posteriormente renombrado
como MT1, MT2 y MT3 (C. Q. Chen et al. 2011).

MT3 se ha identificado como una quinona reductasa 2 (QR2), relacionada en el
metabolismo xenobidtico de la célula. Esta enzima, sin embargo no reudne todos los
criterios para ser clasificado como receptor de melatonina (Acufia-Castroviejo et al.
2014; Nosjean et al. 2000). No obstante, parece que la activacion de MT3/QR2 por la
melatonina puede explicar el efecto protector de esta frente al estrés oxidativo en
diferentes modelos animales, ya que MT3/QR2 tiene potentes propiedades
antioxidantes (C. Q. Chen et al. 2011).

MT1 y MT2 son altamente parecidos a nivel aminoacidico, con una homologia
total del 55% y hasta un 70% de homologia dentro de sus dominios transmembrana.
También comparten ciertas secuencias de aminodacidos especificas, sugiriendo que
representan una subfamilia especifica. Sin embargo, los receptores MT1 y MT2 activan

distintas vias de sefializacién. Los receptores MT1 estdn acoplados a proteinas G que
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median la inhibicién de la adenilatociclasa y la activacidon de la fosfolipasa C beta,
mientras que los receptores MT2 se acoplan a numerosas vias de transduccién de
sefales, incluyendo la produccién de inositoltrifosfato, la inhibicion de Ia
adenilatociclasa y la inhibicion de la via soluble de la guanilatociclasa (C. Q. Chen et al.
2011).

La activacion de los receptores MT1 da lugar a diferentes respuestas, la
mayoria de ellas dependientes del a inhibicién de AMPc, a través de las proteinas G y
del incremento del calcio citosélico a través de Gqll. La unidon de melatonina a
receptores MT2 da lugar a la inhibicion de AMPc y GMPc. Tanto MT1 como MT2
pueden acoplarse a las vias PLC-dependientes (Acuia-Castroviejo et al. 2014). MT1 se
expresa en el cerebro y modula la respuesta neuronal, la vasoconstriccién arterial, la
proliferacidén celular en células cancerigenas y funciones metabdlicas y reproductivas.
La activacion de los receptores MT2 de la melatonina cambian las fases de activacién
neuronales circadianas en el nucleo supraquiasmatico, inhiben la liberacién de
dopamina a nivel de la retina, inducen vasodilatacion y mejoran la respuesta inmune.
La respuesta mediada por la melatonina tras la activacion de MT1 y MT2 es
dependiente del ritmo circadiano, duracidon y exposicidn a melatonina, tanto enddgena
como exodgena y la sensibilidad funcional del receptor (Dubocovich and Markowska
2005).

Los tres receptores de melatonina (MT) se han encontrado en el tracto
gastrointestinal (TGI) (Tabla 3). ARNm del receptor MT1 se ha detectado en intestino
delgado y grueso de ratas. Mayor expresién de ARNm MT1 se encontrd en el duodeno
de rata, con menor expresion en yeyuno e ileon. No se evidenciaron cambios
circadianos en la expresion de ARNm MT1 en tejido gastrointestinal (C. Q. Chen et al.
2011). Stebelova et al. Llevaron a cabo un estudio utilizando tejido de estdomago,
duodeno, pancreas y colon de ratas y analizaron la localizacién de MT2 y los cambios
de densidad en este receptor en relacién a las concentraciones de melatonina con los
cambios circadianos. La mayor densidad de MT2 se encontrd en el colon. En estdmago,
duodeno y colon, fueron la muscularis mucosae y la muscularis externa las que

presentaron la inmunorreactividad mas intensa para MT2 (Stebelova et al. 2010).

54



Tabla 3. Localizacion de receptores de membrana de melatonina en ileon y
colon de roedores. MT: Receptor de Melatonina; i: {leon; c: Colon (C. Q. Chen

MT1 MT2 MT3
Ileum * & +
Colon * + s
Mucosa + No data No data
Muscularis mucosae + (i); + (c)
Submucosa * (1) (c)
Muscularis propria +{c)

4.3.2 Receptores nucleares

Los receptores nucleares de melatonina pertenecen a la subfamilia receptores Z
retinoides (RZR) o receptores retinoides “huérfanos” (ROR), incluyendo el productos
de tres genes diferentes: RORa (a su vez RORal, RORa2, RORa3, RZRa) los cuales
difieren en el dominio N-terminal, RZRpB y RORy. Contienen 523, 556, 548, 468, 459,
and 560 residuos aminoacidos respectivamente y tienen una organizacion de los
dominios tipica de los receptores nucleares (Smirnov 2001). Se ha sugerido una
interaccion entre los receptores de membrana y los nucleares ya que se ha observado
que la expresion de mRNA ROR/RZR esta disminuida en las células mononucleares
sanguineas con reduccién de la expresién de MT1 (C. Q. Chen et al. 2011).
La expresidon de los distintos miembros de la familia varia en diferentes tejidos. La
expresion de RZRB es la mas limitada. RZRP se detecta casi exclusivamente en tejido
neuronal, neuroendocrino y sistémica limbico, pero no al asociado con la locomocioén.
RORy es el que se expresa mas activamente en el Sistema musculo esquelético y en
higado, rifiones y adipocitos. Isoformas RZRa/RORa se expresan en un numero
significativamente alto de tejidos como la pituitaria, tdlamo, bulbo olfatorio, cerebelo
(especialmente células de Purkinje), tejido adiposo, higado, piel, etc. La mas estudiada
y documentada es la participacién de ROR/RZR en la regulacion del sistema inmune, en
la diferenciacién del sistema nervioso central y posiblemente en la modulacién del
metabolismo lipidico. La participacién de RORal y RZRa en la regulacion del sistema

inmune se basa en la inhibicion de la 5- lipooxigenasa, una de las enzimas clave para la
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biosintesis de leucotrienos proinflamatorios en linfocitos B (Smirnov 2001). Hasta la
fecha los unicos ligandos descritos para estos receptores son la melatonina y
compuestos pertenecientes a la familia de las tiazolidindionas, que actuan como
analogos de la melatonina. Asi, el CGP 52608 ejerce como agonista de la melatonina,
mientras que el CGP 55644 lo hace como antagonista (Guerrero, J. M.; Carrillo-Vico, A;

Lardone 2007).

4.3.3 Mecanismos independientes de receptor

La melatonina también interactia distintas proteinas citosdlicas como la
calmodulina y la calreticulina, involucradas en la regulacién del citoesqueleto y del
control de receptores nucleares y PKC respectivamente (Benitez-King, Huerto-
Delgadillo, and Antén-Tay 1993).

De forma directa, actia como scavenger de radicales libres, generandose,
debido a su interaccion con especies reactivas de oxigeno (EROS) y especies reactivas
del nitrogeno (ERN), una serie de intermediarios que actian como neutralizadores de
radicales libres. Asi mismo, también puede actuar como scavenger de radiclaes libres
de forma indirecta, dando lugar a un aumento de la expresién y actividad de enzimas
antioxidantes enddgenos. Este mecanismo, relacionado como efecto de la melatonina
a través del receptor RORa (Tomas-Zapico and Coto-Montes 2005), parece depender
también de la activacién de los receptores de membrana (Venegas et al. 2013).

Los efectos antioxidantes de la melatonina han sido bien estudiados y descritos, sin
embargo, en algunos casos puede tener efecto prooxidante, ocurriendo
principalmente en células que estan muy dafadas o células cancerigenas. Sanchez-
Sadnchez et al. describen de efectos duales de melatonina sobre el estado rédox en
relacion con su efectos antioxidantes/antiproliferativos o bien un pro-
oxidante/citotdxicos (Sanchez-Sanchez et al. 2011). Este efecto pro-oxidante puede
explicar las acciones oncostaticas atribuidas a la melatonina. Esta ultima funcién puede
servir de control sobre el destino de ciertas células, promoviendo en ultima instancia
respuestas proapoptdticas para eliminar células potencialmente malignas (Acufia-

Castroviejo et al. 2014).
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4.4 MELATONINA Y TRACTO GASTROINTESTINAL

En 1975, Raikhlin y Kvetnoy obtuvieron datos que demostraban que la melatonina
no solo se sintetizaba en la glandula pineal sino también en las células
enterocromafines (EC) del tracto gastrointestinal (TGI) (Raikhlin and Kvetnoy 1976).
Tras esto multiples estudios se condujeron que demostraban la producciéon de
melatonina en el TGl (G. A. Bubenik 1980; G. A. Bubenik, Brown, and Grota 1977). Esto
junto con el hallazgos de sus enzimas de sintesis (AA-NAT y ASMT) en las EC termind de
confirmar su produccién a este nivel (George A. Bubenik 2002).

La concentracién de melatonina en el TGl es entre 10-100 veces mds alta que en el
plasma y la cantidad total de melatonina en el TGl es alrededor de 400 veces mayor
que la cantidad en la glandula pineal. Al igual que la que encontramos en la pineal, la
melatonina del TGl es una molécula multifuncional con acciones generales y/o
especificas dependiendo del érgano y la localizacidn donde actue. La distribucion de la
melatonina es comparable a la densidad de células EC en el intestino (C. Q. Chen et al.
2011).

La melatonina gastrointestinal proviene de diferentes fuentes incluyendo otros
tejidos, bilis, flora intestinal o comida. La cantidad de la indolamina en el tubo
digestivo no presenta fluctuaciones diarias, por lo que parece que el ritmo circadiano
no tiene efectos en su regulacion (Acufia-Castroviejo et al. 2014). Ademas, se ha
llevado acabo estudio en ratas pinealectomizadas mostrando que este procedimiento
no influia en la cantidad de melatonina en el TGl y por lo tanto indicando que estos
valores son independientes de la glandula pineal (Ozaki and Lynch 1976).

En el TGI, la melatonina presenta funciones endocrinas, paracrinas, autocrinas y
luminales. En este contexto, las células EC secretan serotonina la cual estimula los
plexos mioenteréricos promoviendo la secrecion y la motilidad intestinal. La
melatonina producida por estas células puede ser o bien liberada a la circulacién o
puede difundir, gracias a su alta lipofibilidad, a las capas externas de musculo liso
actuando como antagonista de los efectos contractiles de la serotonina y por tanto
causando relajacién (C. Q. Chen et al. 2011). El lugar de accion mas probable en las
células del musculo liso es en los receptores de membrana. La melatonina también
puede regular el plexo mioentérico nervioso, el transporte transmembrana de

electrolitos y iones, la cantidad de agua intestinal y la actividad mitética (Acufia-
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Castroviejo et al. 2014). A nivel de duodeno proximal, en respuesta a un estimulo
neuronal, las células EC liberan melatonina, la cual se une a receptores MT2 causando
la liberacién de calcio y bicarbonato; esto ayuda a neutralizar el contenido acido
proveniente del estdmago (Acuia-Castroviejo et al. 2014; G. A. Bubenik 2008).

Melatonina parece que presenta una variedad de funciones en los érganos anejos
del TGI, incluyendo el higado. Se han encontrado niveles de melatonina en higado
hasta 15 veces mayores que los encontrados en sangre (George A. Bubenik 2002). La
melatonina intestinal se transporta via portal hasta el higado donde es metabolizada a
6-sulfatoxymelatonina (6-HMS) (Chojnacki et al. 2013). Los hepatocitos expresan
ARNm de AA-NAT y ASMT. Claramente, la presencia de receptores de melatonina en el
higado presagia las funciones tan importantes que pueda tener en este érgano. Entre
ellas, se ha documentado efectos inhibitorios en el hepatocarcinoma (Acuiia-
Castroviejo et al. 2014). Se ha sugerido que las altas concentraciones de melatonina
encontradas en la bilis pueden prevenir el daifio oxidativo a nivel del epitelio intestinal
causado por los acido biliares (George A. Bubenik 2002).

También se ha demostrado la proteccién del colon bajo diferentes condiciones
fisioldgicas, como por ejemplo su papel en la activacidn de mecanismo antioxidativos o
la regulacion del tono vascular y por tanto la modificacion en la perfusién (Konturek et
al. 1997). Como hemos comentado anteriormente, también se le han atribuido
acciones en la regulacidon del transporte iénico. En el colon, la melatonina parece que
juega un papel importante regulando la secrecién de cloro (Cl-). Puede afectar la
expresion de COX-2 y iNOS y modula la secrecidn a través de prostaglandina E2 y sodio
nitroprusiato en el colon distal de rata (Chojnacki et al. 2013). Algunos de estos efectos
parece que se localizan en el epitelio del colon implicando las vias cAMP, mientras que
otros involucran el sistémica entérico neuronal (C. Q. Chen et al. 2011).

La liberacién de melatonina puede tener efectos directos en muchos tejidos Gls
pero también puede influir en el TGl de forma indirecta, a través del sistema nervioso
central y los sistemas simpatico y parasimpdtico. La melatonina puede prevenir la
produccidn de Ulceras en la mucosa Gl a través de su accion antioxidante, reduce la
secrecién de acido clorhidrico, estimula el sistema inmune, promueve la regeneracién
epitelial e incrementa la microcirculacion. Gracias a estas propiedades Unicas, puede

ser considerada como tratamiento de prevencidon del cédncer colorrectal, la colitis
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ulcerosa, las ulceras gastricas, el sindrome de intestino irritable y el cdlico del nifio

(George A. Bubenik 2002).

4.5 MELATONINA Y CANCER

En las ultimas décadas se ha recabado suficiente evidencia que subraya la
relevancia de la melatonina en la fisiologia y patologia humana. Hoy en dia estd
aceptado que la melatonina no es solo una hormona, sino que también como un
protector celular, involucrado en la inmunomodulacién, procesos antioxidativos y
hematopoyesis (Y. Li et al. 2017)

Es reconocido que la melatonina tiene propiedades oncostaticas, a través de
mecanismos dependientes de receptor e independientes de receptor (Reiter et al.
2017), en una gran variedad de tumores, especialmente en aquellos que son hormono-
dependientes.

Esta indolamina posee una increible variedad de funciones vy efectos
antineopldsicos muy prometedores. En particular, la melatonina inhibe varias acciones
que caracterizan al cdncer debido a sus efectos antiproliferativos, citostaticos,
antimetastasicos y efectos proapoptdticos contra células tumorales (Favero et al.
2018)

Los mecanismos que estan involucrados en la habilidad de melatonina de de
contrarrestar el crecimiento tumoral incluyen: a) efectos antioxidantes, b) regulacion
en la transactivacion y expresion de los RE, c) control de las enzimas involucradas en la
sintesis local de estrégenos, d) control del ciclo celular y la induccién de apoptosis, €)
inhibicion de metastasis, f) prevenciéon de la alteracion del ritmo circadiano, g)
inhibicion de la actividad telomerasa, h) estimulacién de la diferenciacion celular, i)
activacion del sistema inmune, j) antiangiogénesis, k) efectos epigenéticos (D.
Mediavilla et al. 2010).

Los efectos de la melatonina se han estudiado en numerosos tipos de tumores,
incluyendo préstata, sarcomas, cancer colorrectal, hepatocarcinomas, melanoma,
tumores neurales, carcinoma de laringe, cancer de piel, cdncer de ovario, cdncer de
mama y cancer cervical (D. Mediavilla et al. 2010), pudiendo ser un excelente
candidato en la prevencion y tratamiento de estos tumores. La melatonina también ha

mostrado potencial para ser utilizada como adyuvante en terapias anticancer,
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reforzando los efectos terapéuticos y reduciendo los efectos secundarios de la
guimioterapia o la radiacién (Y. Li et al. 2017).

Seely et al. publicdé en un metaanalisis en 2012 un efecto significativamente
positivo del uso de la melatonina oral, en monoterapia o en combinacién con otros
tratamientos, en pacientes con cancer. Los beneficios se observaron en las tasas de
supervivencia, de respuesta al tratamiento y en el perfil de toxicidad de una variedad
de farmacos quimioterapicos. Se hallé un incremente de la supervivencia en un afio en
pacientes con cancer que ademas habian recibido tratamiento con melatonina. Hay
gue subrayas, que los resultados beneficiosos de la melatonina demostraban efectos
similares en distintos tipos de cancer. (Seely et al. 2012).

La melatonina no solo tiene la habilidad de mejorar la eficacia de muchas drogas
usadas en quimioterapia, sino que también presenta efectos inhibitorios directos en
células neopldsicas. Muchas publicaciones subrayan su capacidad para suprimir la
proliferacién de células cancerosas o para modular la expresion de los receptores de
membrana de esas células, por lo tanto reduciendo la agresividad del tumor (Favero et
al. 2018). Una revision realizada por Reiter et al. sobre el papel de la melatonina como
agente anticancerigeno revisa multiples estudios los cuales utilizan melatonina como
tratamiento anticancerigeno en una gran variedad de tumores con resultados

prometedores (Reiter et al. 2017).

4.6 MELATONINA Y CCR

Los lugares de unién de la melatonina en el colon de humano se identificaron la
mucosa/submucosa de pacientes afectos de cancer de colon y recto (Poon, Mak, and
Luk 1996). Tras esto se han realizado multiples estudios que atribuyen a la melatonina
un papel en el cancer colorrectal. Se ha demostrado que en pacientes con cancer
colorrectal existe una disminuciéon de los picos de secrecion de melatonina como
consecuencia de un descenso de la secrecién nocturna (Kos-Kudla et al. 2002) Un
estudio realizado en ratas pinealectomizadas observé un aumento en las proliferacién
de las células de la cripta en el colon, sugiriendo que las vias de la melatonina estan
involucradas en la carcinogénesis en el colon (Dalio et al. 2006).

Aunque no estd del todo claro el mecanismo por el cual la melatonina participa el

CCR, se han descrito algunos de ellos como la inhibicidn de la angiogénesis, la
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modulacién de los indices mitdticos y apoptdticos y el mantenimiento de los niveles
intracelulares de glutation. Otros mecanismos relacionados con el control de
crecimiento tumoral son la modulacidon de los receptores de estrégenos, efectos
directos en el ciclo celular, influencia en multiples factores de crecimiento, aumento
de las uniones gap y el aumento de los niveles de antioxidantes (C. Q. Chen et al.
2011). Tanto los receptores de membrana como nucleares de la melatonina se han
asociado a efectos oncostdticos en el CCR, inhibiendo el crecimiento y su capacidad de
invasion (Ledn et al. 2012).

Estudios realizados in vitro con células HT-29 de cédncer de colon demostrd que los
efectos antioxidantes y antiinflamatorios de la melatonina, al cambiar el estado rédox
de la células y al reducir la produccion de oéxido nitrico, también podian verse
involucrados de forma directa en las propiedades oncostaticas de la melatonina
(Garcia-Navarro et al. 2007).

Se ha demostrado que las diferencias en la agresividad del cancer colorrectal en
funcion del género pueden estar asociadas a una posible disminucion de expresion de
los receptores de melatonina. Esto parece estar relacionado con la pérdida de
expresion de recetores de estrégenos (ER) a y ERB, y andrégenos (AR), muy ligados
funcionalmente a la melatonina en sus efectos oncostdaticos. Para ello analizaron la
expresion receptores de melatonina de membrana y nucleares y receptores
androgénicos (ER y AR). Se demostré un descenso en la expresién de MT1, MT2, AR,
ERa y ERP en muestras tumorales versus no tumorales, lo que a su vez parece estar
correlacionado con el estadio tumoral y el género (Ledn et al. 2012).

Otro de los mecanismos que se han descrito para el efecto oncostatico de la
melatonina en el CCR, estd relacionado con el péptido endotelina-1 (ET-1). La
melatonina inhibe la expresién de ARNm del gen end-1 y la liberaciéon de ET-1 desde
las células de CCR. La inhibicidn de la expresion de este gen es debido a la inactivacion
de los factores de transcripcion FoxOly NF-k[3 (Ledn et al. 2014).

En un modelo in vitro de CCR se encontré que esta hormona era capaz de activar
la apoptosis y la autofagia de las células tumorales, asi como inducir la parada del ciclo
celular en G1 (Y. Hong et al. 2014). Un estudio reciente demuestra que el tratamiento

con melatonina, asociada a un agente quimioterdpico (oxiloplatino), produce a
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apoptosis en células cancerosas de cancer colorrectal resistentes a esta droga (J. hee

Lee et al. 2018).

4.7 MELATONINA Y CELULAS MADRE.

Ya conocemos que las CM son elementos indiferenciados dotados con propiedades
de proliferaciéon indefinida. Depende de sus capacidades las CM se dividen en
totipotentes, pluripotentes o multipotentes. Las CM multipotentes puede
diferenciarse en un nimero limitado de tejidos y suelen derivar de una monocapa
germinal que estd presente en casi todos los tejidos de organismos adultos y juega un
rol importante en el proceso de regeneracién, asi como en mecanismo de
homeostasis. Las CM mesenquimales (CMM) pertenecen a este ultimo grupo, y bajo
las condiciones adecuadas pueden diferenciarse en multiples tipos celular como
osteoblastos, condrocitos o adipocitos (Luchetti et al. 2014).

Las CMM han surgido como un recurso muy prometedor para reparar tejidos y
funciones de érganos. Sin embargo, también existen muchos riesgos potenciales a la
hora de su aplicacién clinica que incluye la escasez de células, senescencia, sensibilidad
a ambientes téxicos y su potencial tumorigénico. Los tratamientos basados en CMM
son una herramienta poderosa con la cual se puede regenerar la funcidon de un érgano
a través de la secrecién de citoquinas y otros mecanismos antiinflamatorios. Una vez
que las CMM se han aislado del tejido u érgano original, pierden rdpidamente su
viabilidad bajo condiciones ex vivo inapropiadas. En condiciones fisiolégicas, las CMM
generardan, indudablemente, especies reactivas de oxigeno (ROS) para mantener la
proliferacién y diferenciacion celular, a la vez que la oxidacién de oxigeno incompleta
resultard en una produccion excesiva de ROS y un dafo en el ADN que perjudica la
funcion normal de las CMM a través de multiples vias relacionadas con la apoptosis (C.
Hu and Li 2019).

Entre las numerosas funciones de la melatonina, recientemente se ha propuesto el
control de la supervivencia y la diferenciacion de las CMM. La administracién de
melatonina mejora substancialmente la manipulacién de CMM tanto in vivo como in
vitro. Melatonina actia como un componente de los agentes protectores de la célula 'y
homeostaticos, los cuales protegen a las CMM de la oxidacidn, inflamacion, apoptosis,

isquemia, y envejecimiento para regular la diferenciacidn y proteccién de las CMM en
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diferentes d6rganos y tejidos. Se han sugerido como vias reguladoras principales de
estos procesos la Wnt/b-catenin, la MAPK y TGF-b (C. Hu and Li 2019; Luchetti et al.
2014; S. Zhang et al. 2017).

Las CMM son ampliamente utilizadas en el tratamiento de lesiones producidas por
heridas y lesiones isquémicas de varios tejidos. La melatonina se ha aplicado para
mejorar los efectos terapéuticos de las CMM a través de la anti inflamacidn y el estrés

oxidativo.
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Figura 10. Melatonina emerge como un novedoso y potencial regulador de
las CMM en vivo y en vitro

4.8 MELATONINA Y CMC

Hasta la fecha, pocos estudios han investigado los efectos de la melatonina y
los mecanismos relacionados con las CMC. Se ha reportado que la melatonina inhibe la
autorenovacion y las vias de sefalizacidon de las CMC del glioma. Los efectos de la
melatonina en la viabilidad, la capacidad de invasion y metastasis de las CMC del
cancer de mama, también han sido descritos a través de la regulacion de la transicién
epitilio-mesenquimal (EMT). Un estudio reciente llevado a cabo en CMC de ovario ha
demostrado que la melatonina es capaz de inhibir la proliferacién y la migracién de las
CMC a través de la modulacién de las vias de sefializacion PI3K y MAPK, de manera

receptor-dependiente o independiente. Los resultados de este estudio sugieren que la
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melatonina puede ser considerada como un importante modulador para suprimir la
progresion tumoral utilizando como diana la proliferacidon, migracion e invasion de la
CMC, especialmente en pacientes con alta expresién de receptores de melatonina
(Akbarzadeh et al. 2017).

En un estudio reciente, Lee et al. demuestra, que la melatonina inhibe las CMC
de colon, regulando el axis PrP¢— Oct4. En especimenes de pacientes con CRC, la
expresion de cellular prion protein (PrP¢) y Oct4 se correlacionaban significativamente
con el estadio del tumor y la aparicion de metastasis. El co-tratamiento con 5-
Fluoracilo (5-FU) y melatonina inhibian los marcadores de CMC Oct4, Nanog, Sox2 y
ALDH1A1 a través de la regulacidn negativa de PrPc. De esta manera, se suprimia el
crecimiento tumoral, la proliferaciéon y la angiogénesis mediada por tumor. La
disminucién de la expresidn de PrP¢ estaba disminuia significativamente en respuesta
al co-tratamiento con 5-FU/melatonina, comparado con aquellos del grupo control,

tratamiento solo con 5-FU o tratamiento solo con melatonina (J. H. Lee et al. 2018).

4.9 MELATONINAY P53

Ya conocemos que la melatonina presenta funciones oncostaticas y que una
disminucién de sus niveles podria llevara a la aparicion de neoplasias. Por otra parte,
las sefiales de estrés celular activan p53, desencadenando una serie de cambios
celulares pudiendo llevar a las células desde un el paro transitorio del ciclo celular
hasta su apoptosis.

Varias investigaciones han correlacionado a la melatonina con p53, siendo
considerada mediadora de la activacion de p53. Mediavilla et al. mostraron en 1999
que la melatonina incrementaba la expresion de p53 y p21WAFL | in vitro, en células
MCF-7 de cancer de mama, inhibiendo la proliferacién celular a través del paro del
ciclo celular dependiente de un aumento de la expresién de p21WAF!, mediado en la via
p53 (Mediavilla, Cos, and Sanchez-Barcelé 1999). Afos mas tarde, Proietti et al.
publican que la melatonina inhibe la expresion del gen MDM2, conocido por regular la
actividad de p53, y aumenta los niveles de p300, el cual induce acetilacién de p53. Por
lo tanto, las células tratadas con melatonina presentaban un aumento tanto de p53

como de p53 acetilado asi como de lo niveles de p21 (Proietti et al. 2014).
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Santoro et al. en su investigacién, mostraron que melatonina producia una
acumulacién de p53 y p21. Asi mismo, observaron que inducia la fosforilacion de p53
en el residuo Ser-15. En conclusion, melatonina era capaz de inducir la inhibicién de la
proliferacién celular dependiente de p53. En el mismo estudio, se demostrd que la
melatonina prevenia la acumulacién de dafio en el DNA tanto en células normales
como malignas, requiriendo de la expresion de p53, de la proteina PML (promyelocytic
leukemia) y una fosforilacién eficiente del p53 en el residuo Ser-15. PML estda muy
conectado a p53, actuando tanto como gen diana post-transcripcional de p53 y como
una proteina de interaccién con p53. El residuo Ser-15 se fosforila a través de la
quinasa mutada de ataxia teleangiectasia (ATM) en respuesta a radiacién y, mientras
que p38 mitogen-activated protein kinasa (MAPK) conduce a la fosforilacién de p53 en
respuesta a la radiacion UV. Cabe sefialar que ATM no se requiere para la activacién
dependiente de melatonina de p53, sin embargo, la inhibicion de la actividad de p38
MAPK afecta la capacidad de la melatonina para inducir la respuesta al ADN dafiado
dependiente de p53 y su habilidad para mantener la integridad del genoma. Esto lo
demostraron inhibiendo la actividad de p38 MAPK, observando un deterioro muy
importante en la fosforilacién de p53 inducida por melatonina en el Ser-15 en células
MCF-7 (R. Santoro et al. 2012).

La fosforilacion en Ser-15 de p53 dependiente de melatonina a través de la cascada
de p38 esta a su vez mediada por los receptores de membrana acoplados a proteina G,
MT1 y MT2. De hecho, tanto la inhibicion quimica como el silenciamiento génico de
estos receptores afecta a la habilidad de la melatonina para activar la fosforilacion de
p38 y su acumulacién, y por tanto inhibiendo la fosforilacién de p53. Como resultado,
la ausencia de estos receptores afecta a la funcién de la melatonina de reducir la
proliferacién celular y el potencial clonogénico de las células tumorales (Raffaela

Santoro et al. 2013).
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HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and the fourth most
common cause of cancer-related death. Most cases of CRC are detected in Western
countries and imposes a major health burden in developing countries (Ashokkumar et
al. 2018; Marmol et al. 2017). More than 1:2 million patients are diagnosed with
colorectal cancer every year, and more than 600 000 die from the disease.

The optimal approach to the diagnosis, management, and treatment of CRC
involves multidisciplinary and integrated management practices. The cornerstones of
therapy are surgery, neoadjuvant radiotherapy (for patients with rectal cancer), and
adjuvant chemotherapy (for patients with stage IlI/IV and high-risk stage Il colon
cancer) (American Cancer Society n.d.).

CRC mortality rate have been decreasing since the 1980s. Decline in mortality
can be attributed advances in surgery, patient’s care, chemotherapy and screening
(Brenner, Kloor, and Pox 2014; Vleugels, Van Lanschot, and Dekker 2016). In the last
decade, there have been important advances in delineating the molecular basis of
tumorigenesis and the genetic alterations responsible for the development of
colorectal cancer (Patil et al. 2017). Advances in the understanding of the relationship
between the immune system and cancer, has led to significant developments in tumor
immunotherapy, including immune checkpoint inhibitors (ICls) (Kalyan et al. 2018). ICls
reinvigorate antitumor immune responses by interrupting co-inhibitory signaling
pathways and promote immune-mediated elimination of tumor cells (Darvin et al.
2018). However, despite the advances achieved in recent years, the results in patients
with metastases remain insufficient and the available therapeutic options are limited.

Acquired drug resistance is one of the major reasons for failing cancer
therapies. Heterogeneity of tumor tissue is highly associated with failure of
conventional anticancer therapy, and it is generated by a combination of genetic and
functional diversities. Tumors, as normal tissues, show cellular hierarchy, with a
subpopulation of cancer cells having a tumorigenic potential much greater than that of

other cancer cells. These cells comprise cancer stem cells (CSCs) and give rise to
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progenitors and cells at various levels of differentiation along various lineages in a
manner similar to that of normal tissue stem cells. (Yoshida and Saya 2016).

CSCs are thought to play pivotal role in tumor initiation, progression,
metastasis, and its relapse (Yu et al. 2015). CSCs possess special biological properties
including long-term self-renewal capacity, multi-lineage differentiation. CSCs often
exhibit resistance to many conventional chemotherapeutic agents due to multiple
mechanisms. As such, CSCs are considered as a major source of residual disease after
therapy leading to disease occurrence (M. Yang, Liu, and Huang 2016).

Cancer stem cells in colorectal cancer are characterized by their expression of
multiple markers. The increased expression of certain CSC markers in CRC has been
associated with chemotherapy resistance, metastasis and worse survival (Tuy et al.
2016). Refining our understanding of the roles of these markers, such ABCG2 as an
enabler of multidrug resistance and STAT3 in tumor initiation and inflammations, may
lead to a better understanding of the biological pathways that currently allow for
resistance to existing therapeutic agents (Munro et al. 2017).

In the last decades, a series of studies have demonstrated the oncostatic effect
of melatonin, both in vivo and in vitro in different type of tumors and in human clinical
trials (Garcia-Navarro et al. 2007; Vriend and Reiter 2016).

In CRC, the mechanism by which melatonin interacts in not clear. A recent
study has shown that melatonin induces p38-dependent phosphorylation of both p53
and histone H2AX (Raffaela Santoro et al. 2013). Data from our research team
reveals a decreased expression of MT1, MT2, and AA-NAT in CRC in relation to gender
and tumor stage (Ledn et al. 2012, 2014).

To date, very few studies have investigated the effects of melatonin and
underlying mechanisms on CSCs. The effects of melatonin on viability, invasiveness and
metastasis in CSCs have also been postulated through regulation of epithelial-
mesenchymal transition (EMT) in breast cancer, melanoma, prostate cancer and
gastrointestinal cancer (Do Nascimento Gongalves et al. 2016).

A recent study found that melatonin inhibits colon CSCs by regulating the prion
protein (PrP%)- Oct4 axis. In specimens from patients with colorectal cancer, the
expressions of PrP¢ and Oct4 were significantly correlated with metastasis and tumor

stages. Co- treatment with 5- fluorouracil (5- FU) and melatonin inhibited the stem cell
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markers by downregulating PrP¢. The findings of this study suggest that co-treatment
with anti-cancer drug and melatonin is a potential therapy for CRC (J. H. Lee et al.
2018).

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous non-coding RNAs that complimentarily
bind to their target mRNA. These small RNA molecules have been well-known to
negatively regulate gene expression at the post- transcriptional level. It is known that
the aberrant expression of miRNAs could also involve in gene alterations, including
gene mutation, methylation, and amplification. These molecules have been suggested
to involve in cancer signaling pathways as tumor suppressors or oncogenes.
Dysregulation of miRNAs has also been confirmed to engage in CRC development and
progression. The altered expression of miRNAs has frequently been correlated with
tumor staging, diagnosis, and prognosis (Moghadamnia et al. 2019). Recent findings
suggest that miRNAs might be involved in the tumorogenicity and resistance to
chemotherapy of CSCs. For instance, it has been suggested that overexpression of miR-
215 and miR-140 could control the slow proliferation and the chemoresistance of

colon cancer CSCs (Bitarte et al. 2011).

As stated above, “The decrease expression of melatonin synthesis and signaling

genes is related to the expression of CSCs in the CRC and depends on p53”.

Therefore, the objectives of our study are:

1. To analyze the expression of CSCs markers and melatonin synthesis and
signaling genes in tumor samples from CRC patients in Andalusia.

2. Toinvestigate p53 gene mutations in CRC samples.

3. To correlate these results with other tumor and patient pathological
parameters.

4. To search for additional information from public databases to find
molecular connections between p53, stemness and melatonin in CRC,

mainly through miRNAs.
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MATERIALES Y METODOS

1. MUESTRAS DE CCR HUMANO

Las muestras de CCR humano usadas las proporciondé la Red de Bancos de
Tumores de Andalucia (RBTA). El Comité de Etica del Hospital Universitario San Cecilio
(codigo de proyecto: PI-067/2013; fecha de aprobacién: 21/01/2014) aprobé el estudio
y todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito para usar las muestras de
tejido en investigaciones biomédicas. Todas las muestras fueron inmediatamente
disecadas (muestras de tumor y muestras de tejido sano adyacente) y congeladas en
Tissue-Tek (Optimal Cutting Temperature Compound, Sakura Finetek Europe B.V.,
Zoeterwoude, The Netherlands) por métodos estandar. Los ARNm de AA-NAT, MT1,
MT2, CD44, CD66c y Ubiquitina C (UBC) fueron evaluados en el tejido de tumor y en el
tejido sano adyacente de 183 pacientes (edad media 71 + 9 afos), los cuales fueron
operados de CCR esporadico (Tabla 1). En relacién con el estadio del tumor
(clasificados acordes con la nomenclatura TNM), las muestras se agruparon en
estadios tempranos (estado | + estadio Il) y avanzados (estadios lll + estadios 1V), ya
gue no se consiguieron resultados significativos al analizar cada grupo por separado.

También se extrajo ADN para evaluar el estado de p53

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

CARACTERISTICAS N (%)
Género

Mujeres 110 (60)

Hombres 73 (40)
Localizacién

Colon 174 (95)

Recto 9 (5)

Tipo histolégico
Bien diferenciado

Moderadamente 45 (24.4)
. . 113 (61.6)

diferenciado 25 (14.0)

Pobremente diferenciado

Estado pTNM

Estadio | 23 (12.4)

Estadio Il 73 (39.9)

Estadio Ill 74 (40.4)

Estadio IV 13 (7.3)
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2. AISLAMIENTO DE ARN Y SINTESIS DE ADNc

El ARN total de las muestras de tejido, se prepard usando el RNeasy Mini Kit
(QIAGEN), siguiendo las instrucciones del kit. Para ello, los tejidos se homogeneizaron
en 500 ul de tampdn RLT. Posteriormente, al producto de lisis se le afiadieron 500 pl
de etanol al 70%. Seguidamente, se transfirieron 700 pl de la mezcla a una mini
columna con un tubo recolector de 2 ml y se centrifugd durante 15 segundos a 10,000
rom. Seguidamente, la columna se lavdé con 700 ul de tampéon RW1 y mediante
centrifugacién durante 15 segundos a 10,000 rpm. Después, se realizé un segundo
lavado con 500 pl de tampdn RPE (al 80% de etanol) y centrifugacion durante 15
segundos a 10,000 rpm. Por ultimo, el ARNm retenido en la columna se eluye con 30-
50 ul de agua ultra-pura mediante centrifugacién durante 1 minuto a 10,000 rpm.

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

El ADNc de cadena simple se preparé mediante transcripcién inversa con
cebadores o primers oligo-dT, utilizando 2 pg del total de ARN en 50 pl de volumen
total y empleando un kit comercial (AccuScriptTM High Fidelity 1st Strand cDNA
Synthesis Kit, Stratagene, San Diego, CA, USA).

3. PCREN TIEMPO REAL (RT- PCR)

Unos 5 pl de ADNc se amplificaron durante 40 ciclos con primers especificos para
AA-NAT, MT1, MT2, CD44, CD66c y UBC (Tabla 2). Las reacciones de PCR que contienen
la modlecula SYBR-green fueron amplificadas usando el Mx3000P QPCR System
(Stratagene, Austin, TX, USA). El gen UBC se utiliz6é como housekeeping para
normalizar los niveles de ARNm. Se generaron curvas estandar para cada uno de los
genes de estudio mediante el trazado de los valores de Ct frente a diluciones de ADNc
conocidas. Después de cada experimento se realizé electroforesis en gel de agarosa de
cada muestra, para descartar los productos de PCR no especificos y los dimeros de los

primers.
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TAMARNO

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO
(PB)
MT1 ttgtectttttgecatttgetgggctectc gtcatcagtggagacggtttccatttaacc 289
MT2 gtggtgtttgtgatctttgccatctgetgg agcatctgectggtgctgcacaccaatgat 321
RORa ttgtactgatgtcagcagatcgctcatggce gctggctcaaattctgaagtgaacaactcc 277
AA-NAT tcectgecagtgagtttcgetgectcac tgtcccagagcegagcecgatgatgaaggce 206
ASMT catgactgggcagacggaaa gttagttccaggtcacaagaaacagtt 300
UBC tgggatgcaaatcttcgtgaagaccctgac accaagtgcagagtggactctttctggatg 213

Tabla 5. Cebadores utilizados en el estudio

4. EXTRACCION DE ADN

El ADN de las muestras se aislé utilizando el kit QlAamp ADN mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), segun las instrucciones del fabricante. EIl ADN fue cuantificado en un
espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (Implen GmbH, Munich, Germany) y analizado
por electroforesis en gel de agarosa. Las ratios 260/280 oscilaron del 1.7 al 2.0,

indicando una calidad aceptable de las muestras.

5. DETERMINACION DE LAS MUTACIONES DE P53

Se analizaron las muestras de tejido por PCR en busca de mutaciones de TP53 en
los exones 2-10, usando primers especificos (Tabla 3). Se realizd secuenciacién de ADN
automatica de los productos de PCR usando un analizador genético 3130XL y se
evaluaron con Sequence Scanner v1.0 software (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Este proceso lo podemos dividir en distintas etapas:

5.1 Extraccion de ADN (descrito anteriormente).

5.2 Amplificacion de ADN con primers que flanquean los exones en regiones

intrdnicas.

e Disefio de los primers para amplificacidén: El gen p53 tiene 26204 nucledtidos

(11 regiones exdnicas y 12 intrones que lo flanquean). El exén 1 (5001-5169)
codifica la region UTR5’ del ARNm y el intrén que lo separa del siguiente exén

es de gran tamafio. El Exdn 11 (22856-24144) incluye la UTR3', la cual es de
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gran tamano. Estas regiones no han sido secuenciadas. Los primers para la

secuenciacion del resto de exones se muestran en la tabla 3.

Tabla 6. Primers utilizados para la secuenciacién de p53

Primers

Product
Exons Sense Antisense

Size (pb)

2-4 agctgtctcagacactggcatggtgttgg cactgacaggaagccaaagggtgaagagg 840
5-6 gttgctttatctgttcacttgtgecctgac tagggaggtcaatatagcagcaggagaaag 548
7-9 cagcctgggcgacagagcegagattccate aaccaggagccattgtctttgaggcatcac 987

10 tacttgaagtgcagtttctactaaatgcatg Aggaagactaaaaaaatgtctgtgcagggce 393

Para cada exén amplificamos un segmento variable de los intrones que lo
flanquean. Para cada caso hemos elegido la regién intrénica que mejor cumple
los criterios considerados adecuados por la comunidad cientifica (no formacion
de dimero ni estructuras secundarias, repeticiones y nimeros de nucleétidos,
alta temperatura de hibridacidn, etc) y que estd proxima a los exones.
Propuestas las parejas de exones, las evaluamos utilizando el programa primer
6 para asegurarnos que cumplen su funcién con la maxima eficacia y que son

admisibles termodindmicamente.

Condiciones de PCR: las PCRs se realizaron en un termociclador tipo 2720

Thermal de Applyed Biosystems utilizando el kit de amplificacién de Tag PCR
ADN Polymerase, segun instrucciones del proveedor. Para ellos, se afiadieron
20 ng de ADN purificado y 5 pl de primer, quedando a una concentracidn final
de 0.1 uM para un volumen final de 30 pl. Al producto final de la PCR se midié
la concentracién de ADN mediante espectofotdmetro y se analizaron 5 pl en un
gel de agarosa para comprobar la correcta amplificacion y pureza del
fragmento de PCR. Finalmente, se congelé a -200 hasta su procesamiento para

la secuenciacion.
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5.3 Secuenciacion de los exones
La secuenciacion requiere un ADN muy puro, por ello, previo al procedimiento
de secuenciacién se purificaron los productos de PCR en microcolumnas de
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System. Tras la purificacion, la secuenciacién
se realizd mediante el procedimiento de secuenciacidon ciclica con
BigDyeTerminator v3.1 y electroforesis multicapilar 3130XL GeneticAnalizer.
Los datos fueron analizados con el programa Sequence scanner v1.0 y7 o

Chronas lite.

Las mutaciones detectadas se confirmaron mediante dos amplificaciones vy
reacciones independientes. Se consultd6 la base de datos IARC p53

(http://www.p53.iarc.fr/), la cual describe la actividad de cada proteina de p53

codificada por la mutacién puntual de un Unico nucledtido (Leroy et al. 2013).

Las mutaciones de p53 con una actividad transcripcional media >75% fueron
clasificadas como wild-type para el calculo. Una actividad transcripcional media <75%
fue considerada como parcialmente funcional y por lo tanto clasificada como mutacién

para el calculo (Pietrantonio et al. 2014).

6. WESTERN BLOTTING

Las células se despegaron mediante raspado mecanico y se lavaron con una
disolucién de PBS a 42C. Posteriormente se resuspendieron en 50 pl de tampdn de lisis
por cada 500.000 células (tampdn RIPA e inhibidores de fosfatasas y proteasas),
durante 30 minutos a 42C. Los restos membranosos y de ADN se eliminaron por
centrifugacién y en el sobrenadante se cuantificaron la concentracién de proteinas
mediante el método de Bradford. Una vez igualada la concentracién a 50 ug para cada
muestra, se afiadié tampdn de carga de proteinas (50 nM Tris-HCL pH 6.8, 6M urea, 6%
B-mercaptoetanol, 3DS, 0.003% azul de bromofenol) y las muestras se calentaron a
959C durante 3-5 minutos. Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida para separar las proteinas, que después se transfirieron a una
membrana de PVDF (Immobilon, Millipore) mediante la técnica de transferencia

semiseca con el sistema Trans-Blot SD (Bio-Rad) a 100 mA durante 45 minutos. Para
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disminuir la fijacidén inespecifica de anticuerpos, la membrana fue bloqueada con una
solucién 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 42C con el anticuerpo
correspondiente para MT1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA), MT2
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.), AA-NAT (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), CD44 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.), CD66c (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y B-actin (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). La inmunorreactividad fue evaluada en un sistema de
autoradiografia electroquimoluminiscente mejorada (Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, UK).

7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los niveles de ARNm en muestras de tejido tumorales fueron normalizados usando
los niveles en muestras de mucosa normal del mismo paciente y se compararon
utilizando el test de la t de Student para muestras pareadas. La correlacién de Pearson
fue usada para expresar los resultados de la correlacion de andlisis. El analisis
bivariante se realizé utilizando el test de Chi?, el test exacto de Fisher y el test de
Mantel-Haenszel. El valor de detencidn entre niveles bajos y altos de expresidén se
definié como la mediana del nivel de expresion ARNm para cada uno de los genes
analizados. Los valores de p menores de 0.05 fueron considerados significativos. Todos
los calculos estadisticos fueron realizados utilizando el software SPSS version 15.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Los detalles del conjunto de datos TCGA se han publicado anteriormente (Muzny et
al.  2012). Los datos fueron recuperados usando el  cBioPortal
(https://www.cbioportal.org/). Para el perfil gendmico y transcripcional, el ADN y el
ARN se aislaron de las muestras y se hibridaron con las plataformas Affymetrix SNP 6.0
e Illumina HT-12 v3 como se describié anteriormente. Para los datos de expresién de
ARNm, se analizd la expresion relativa de un gen individual en pacientes con cancer
colorrectal y en una poblacidon de referencia. El valor devuelto indica el nimero de

desviaciones estandar de la media de expresidn en la poblacién de referencia (Z score).
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RESULTADOS

1. MUTACIONES DE P53 EN EL CCR

El andlisis de secuenciacion de p53 fue satisfactorio en las 183 muestras. Se
detectaron mutaciones de p53 en 76 pacientes (42%). Las mutaciones estan
caracterizadas en la Tabla 7. La frecuencia de las mutaciones de p53 fue diferente
entre los estadios tumorales (estadio | + estadio Il, y estadio Il y estadio IV; p = 0.025)
siendo mayor en los estadios avanzados de la enfermedad (Tabla 8). Esta frecuencia
fue casi significativa cuando se considerd el grado de diferenciacién del tumor
(diferenciado, moderadamente diferencia y pobremente diferenciado; p = 0.095) pero
no se encontraron diferencias entre la localizacion anatdomica del tumor (proximal,

distal o rectal; p = 0.437).

78



Tabla 7. Mutaciones de p53

Tipo de mutacion de p53 Numeros de paciente con la mutacion Exon

¢.375G>A (p?) 1
¢.404G>T (p.C135F)
C.422G>A (p.C141Y)
€.423C>G (p.C141W)
C.438G>A (p.W146X)
c.455C>T (p.P152L)
c.481G>T (p.A161S)
c.488A>G (p.Y163C)
¢.510G> (p.T170X)
¢.517G>T (p.V173L)
¢.515T>G (p.V172G)
¢.520A>T (p.R174W)
€.524G>A (p.R175H)
¢.526_52del (p.C176X)
¢.527G>T (p.C176F)
¢.536A>G (p.H179R)
¢.584T>C (p.1195T)
€.632C>T (p.T2111)
€.637C>T (p.R213X)
¢.659A>G (p.Y220C)
c.67242T (p ?)
€.713G>A (p.C238Y)
€.733G>A (p.G245S)
€.734G>A (p.G245D)
€.742C>T (p.R248W)
¢.743G>A (p.R248Q)
c.745A>T p.R249W
¢.757_75del (p.T253X)
¢.775G>T (p.D259Y)
€.783-1G (p?)
€.797G>A (p.G266E)
c.811G>A (p.E271K)
c.814G>A (p.V272M)
¢.817C>T (p.R273C)
c.818G>A (p.R273H)
¢.818G>C (p.R273P)
C.844C>T (p.R282W)
¢.853G>A (p.E285K) 8
€.919+1G (p?) Intron 8b
€.904G>T (p.G302W)? 1 8

(o2 e N e) R U I U RO, B @ O B U, B @) B O B U4 RO B O [0, RO B 0 [ O B -

6
Intron 6°
7

NN NN NN

7
Intron 7°
8

P P NP UOUBDMNNRRRPRRLRDIMNNDAMNRRLROURRPRREPRRLROORRENREPRAERNERERREREN
00 00 00 00 00O 0

Para documentar las mutaciones, hemos seguido las recomendaciones que proporciona la Human Gene Variation
Society (HGVS).

aMutacidn fue considerada y calculada como wild type debido a una actividad de transactivaciéon >75%

bTres mutaciones, aunque localizadas en intrones, se les precedia efecto en splicing y fueron clasificadas como
mutaciones.
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Table 8. Covariantes prondsticas

TP53 wild-type TP53 mutado P-value
% (n) % (n)
Género
Hombre 62.0 (66) 63.2 (48) 0.893
Mujer 38.0 (41) 36.8 (28)
Grado de diferenciacién
Bien diferenciado 16.8 (18) 35.5(27) 0.095
Moderadamente diferenciado 69.1(74) 51.3(39)
Pobremente diferenciado 14 (15) 13.2 (10)
Estadio
Estado I+l (Temprano) 59.8 (64) 33.3(32) 0.025
Estadio IlI+1V (Avanzado) 40.2 (43) 57.9 (44)
Localizaciéon
Proximal 47.7 (51) 38.2 (29) 0.437
Distal 47.7 (51) 56.6 (43)
Rectal 4.6 (5) 5.2(4)

Las asociaciones significativas se han presentado en negrita (p < 0.05).

2. EVALUACION DE LA EXPRESION DE LA ARILALQUILAMINA-N-
ACETILTRANSFERASA (AA-NAT), MT1, Y MT2 EN MUESTRAS DE CANCER
COLORRECTAL (CCR) HUMANO CON DIFERENTES ESTATUS DE P53.

A continuacién, evaluamos la expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 en nuestra
cohorte de pacientes. En todos los pacientes, la expresién en muestras de tumor
versus muestras de mucosa normal fue menor de uno para AANAT, MT1y MT2 (0.39 +
0.06, 0.31 + 0.03, and 0.36 + 0.05, respectivamente), lo cual indica que su expresién
disminuye en muestras de tumor versus mucosa normal, como se ha publicado
previamente en otros estudios (Ledn et al. 2012, 2014; Nemeth et al. 2011).
Considerando el estado de p53, la expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 fue menor en
pacientes con p53 mutado (mtp53) que en pacientes con p53 no mutado o wild type
(wtp53) (p < 0.05, p < 0.01, and p < 0.05, respectivamente) (Figura 11A). La expresién
proteica de AA-NAT, MT1 y MT2 fue mayor en de mucosa normal que en muestras de

tumor con wtp53 y se detectd muy débilmente en tumores mtp53 (Figura 11B)
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Figura 11. (A) Expresion del ARNm de arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AA-NAT),
MT1 y MT2 en todos los pacientes, pacientes con tumores wtp53 y pacientes con
tumores mtp53. Los datos representan la media + S.E.M. *p < 0.05 versus wtp53;
** p < 0.01 versus wtp53; (B) La expresion proteica de AA-NAT, MT1 y MT2 en
muestras de colon normales (N) y tumorales (T) en cuatro pacientes con wtp53 y
cuatro pacientes con mtp53.

Cuando estratificamos por estadio tumoral y estado de p53, la expresidn de AA-
NAT disminuye significativamente (p < 0.05) en estadios avanzados versus estadios
tempranos (Figura 12A), mientras que la expresion de MT1 y MT2 no cambié en todos
los pacientes (Figura 12B, C). En tumores wtp53, se encontraron diferencias en los
niveles de expresion de AA-NAT (p < 0.05) y MT2 (p < 0.05) entre tumores en estadios
tempranos y avanzados (Figura 12A, B). Sin embargo, no se encontraron cambios
significativos en la expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 entre tumores en estadios

tempranos y avanzados de muestras con mtp53 (Figura 12). Cuando comparamos la
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expresion genética en el mismo estadio tumoral, encontramos que los niveles de
expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 disminuyen significativamente en estadios
tempranos de tumores mtp53 versus estadios tempranos de tumores wtp53 (p < 0.05)

(Figura 12A-C).

= A
z 0 NAT Bl Todos
s CJ wtp53

0.84
2 CJ mtp53
g 0.6
g Figura 12. Expresion de (A) AA-NAT; (B)
X 0.4 $ * * . p ’
c .
. MT1 y (C) MT2 en estadios tempranos
05’_ o (estadio | + estadio Il) versus avanzados
x LU= T T
w Early Advanced (estadio Ill + estadio IV) de tumores

colorrectales considerando el estatus de
. B p53. Los datos representan la media *
T 10-
2 10 MT1 B Todos S.E.M. * p < 0.05 versus tempranos; S p <
o 084 3 witp53
= 01 mips3 0.05 versus wtp53.
E 0.6-
=z
X o.44
n 0.2 |—'|'—|
Q
£ oo : T
w Early Advanced
= C
2 9 MT2 Bl Todos
% 0.8 3 wtp53
= 3 mtp53
€ o6l
< 0.6
&
T 044 $ *
o)
n 0.2
Q
£ oo0- |l| i|l||l|
w Early Advanced
Stage

3. EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES DE CELULAS MADRES
CANCEROSAS (CMC) EN MUESTRAS DE CCR HUMANO CON DIFERENTES
ESTATUS DE P53.

Evaluamos la expresiéon de CD44 y CD66¢c como marcadores de células madres

cancerosas (CMC). En el CCR, la expresion de CD44 y CD66¢ esta aumentada (Gemei et

82



al. 2013a; Wielenga et al. 1993). Sin embargo, su regulacién por p53 no esta clara o no
ha sido descrita (Gemei et al. 2013a; Zeilstra et al. 2013). En nuestro estudio, la
expresion relativa de CD44 y CD66¢ fue 6.10 + 0.07 y 2.42 + 0.01, respectivamente, lo
cual indica una mayor expresidon en muestras de tumor que en muestras de tejido
normal. De manera interesante, la expresion de ambos marcadores era
significativamente mayor (p < 0.01 en ambos casos) en muestras de tumor con wtp53
que con mtp53 (Figura 13A). La expresién proteica de CD44 y CD66¢ era mayor en
muestras de tumor con wtp53 que en muestras de tejido normal, y esta expresion era

débil en muestras de tumor mtp53 (Figura 13B).
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Figura 13. (A) expresion relativa de ARNm de CD44 y CD66¢ en todos los pacientes,
pacientes con tumors wtp53 y pacientes con tumores mtp53. Los datos representan la
media + S.E.M. ** p < 0.01 versus wild-type; # p < 0.05 versus todos los pacientes; ## p
< 0.01 versus todos los pacientes; (B) Expresion protreica de CD44 y CD66¢ en muestras
de colon normal (N) y cancerosa (T) en cuatro pacientes con tumores wtp53 y cuatro
pacientes con tumores mtp53.
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La expresidon de CD44 estaba aumentada en tumores en estadios avanzados
comparada con aquellos en estadio temprano e independientemente del estatus p53.
Sin embargo, la expresidon de CD66¢c fue similar en ambos estadios de la enfermedad,
también independientemente del estatus de p53 (Figura 14). Cuando comparamos la
expresion de CD44 y CD66¢c en el mismo estadio tumorales, se encontré que la
expresion de CD44 disminuia en tumores mtp53 comparado con tumores wtp53 en
estadio tempranos (p < 0.05) y que la expresion de CD66c¢ disminuia en tumores mtp53
comparado con tumores wtp53 en estadios avanzados de la enfermedad (p < 0.05)

(Figural 4A, B).

—~ A

S -

z cb44 B Todos
o T O wip53
\; o * O mtp53
< *

e

c 44 $

O

‘0

d

g_ 0' T T

w Early Advanced

= B

g ] CD66c Bl Todos
% CJ wtp53
= O mtp53
e ¥

<

Z

o

;E y $

[}

o NN Nw

g‘ 0- T T

w Early Advanced

Stage

Figura 14. Expresion relativa de (A) CD44 y (B) CD66¢c en estadios tempranos
de CRC (I + Il) comparado con estadios avanzados (lll + IV) considerando el
estatus de p53. Los datos representan la media £ S.E.M. * p < 0.05 versus
tempranos; S p < 0.05 versus wtp53.
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4. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES DE CMC Y LOS GENES
RELACIONADOS CON LA SINTESIS Y SENALIZACION DE MELATONINA EN EL
CANCER COLORRECTAL (CCR)

El andlisis de la expresidon del ARN m de AA-NAT, MT1, MT2, CD44, y CD66c de
acuerdo al estadio tumoral y al estatus de p53 reveld una correlacién
significativamente negativa entre CD44 y AA-NAT en tumores en estadios avanzados
independientemente del estado de p53, aunque se encontré una correlacion mayor en
tumores wtp53. La expresion de CD44 también se relaciond con MT2 solo en estadios
avanzados y tumores wtp53 y con MT2 en estadios avanzados y tumores mtp53
(Figura 15). Se hallé también una correlacidon negativa entre CD66c y AA-NAT tanto en
tumores en estadios tempranos como avanzados, pero solo en tumores wtp53, y entre

CD66¢c y MT2 en estadios avanzados, solo en tumores wtp53 (Figura 16).
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Figure 15. Correlacién de la expresion de CD44 y la expresion de AA-NAT (A),
MT1 (B), y MT2 (C), estratificacién segln estatus de p53 (wild-type o mutado)
en tumores en estadio temprano (—) y tumores en estadio avanzados {( . . . .).
Coeficiente de correlacion de Pearson: rE (tumores en estadio temprano) and rA
(tumores avanzados). ** p < 0.01.
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Figura 16. Correlacidon entre la expresiéon CD66c y la expresidon de AA-NAT (A), MT1 (B) y
MT2 (C), estratificacion seguin estatus de p53 (wild-type o mutado) en tumores en
estadio temprano (—) y tumores en estadio avanzados ( . . . .). Coeficiente de
correlacién de Pearson: rE (tumores en estadio temprano) and rA (tumores avanzados).
**p<0.01.

En nuestra de cohorte de pacientes, el 32.2% (n = 59) de los tumores mostraron
alta expresion de ambos marcadores CD44 y CD66¢c y fueron designados como
CD44highCD66Chigh, mientras que el 21.9% de los tumores mostraron una expresion baja
para ambos marcadores y fueron designados como CD44,wCD66¢ow. LOS tumores
CD441,ighCD66cChigh se correlacionaron con una baja expresion de AA-NAT y MT2, en
tumores wtp53 y estadios avanzados de la enfermedad (Mantel-Haenszel test, p < 0.01

en ambos casos) (Tabla 9).
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Tabla 9. Relacion entre los marcadores de CMC y los genes relacionados con la sintesis

y sefalizacidon de melatonina, segun el estado de p53 y la progresion de la

enfermedad.
P53 wild-type
Estadios Tempranos Estadios Avanzados
CD44,,,,CD66¢|ow CD44y,ignCD66Chigh pa CD44,,,,CD66¢Cow CD444,5,CD66Chigh pa
n (%) n (%) n (%) n (%)
NAT?
Low 7 (63.6) 17 (89.5) ns 4 (40.0) 16 (80.0) 0.045
High 4 (36.4) 2(10.5) 6 (60.0) 4(20.0)
MT1
Low 11 (91.7) 19 (95.0) ns 7(77.8) 18 (90.0) ns
High 1(8.3) 1(5.0) 2(22.2) 2(10)
MT2¢
Low 8 (66.7) 17 (85.0) ns 4 (44.4) 20 (100.0) 0.001
High 4(33.3) 3(15.0) 5 (55.6) 0(0.0)
P53 mutato
Estadios Tempranos Estadios Avanzados
CD44|QWC066C|OW CD44highCD66Chigh pa CD44|°WCD56C|DW CD44highC066Chigh pa
n (%) n (%) n (%) n (%)
NAT?
Low 6 (75.0) 4 (80.0) ns 4 (40.0) 10 (83.3) ns
High 2 (25.0) 1(20.0) 6 (60.0) 2(16.7)
MT1
Low 9(100.0) 5(71.4) ns 7(77.8) 11 (100.0) ns
High 0(0.0) 2 (28.6) 2(22.2) 0(0.0)
MT2¢
Low 7(77.8) 6(85.7) ns 6 (66.7) 9 (81.8) ns
High 2(22.2) 1(14.3) 3(33.3) 2(18.2)

aAndlisis Bivariante: valor de P calculado por el test de X2 o test de Fisher’s
bMantel-Haenszel test: P<0.005.
‘Mantel-Haenszel test: P<0.01.

5. RESULTADOS OBTENIDOS DE BASES DE DATOS PUBLICAS
En primer lugar, se ha realizado una busqueda bibliografica para conocer miARNs

relacionados con CCR y p53 (Tabla 10).

87



Tabla 10. miARNs analizados en bases de datos publicas

miARN

REFERENCIA

mir-195, mir-497
mir-34a, miR-143, miR-153, miR-27a, miR-218,
miR-520

miR-21, miR-31, miR-20a, miR-133b, and miR-145,
miR-135b, let-7g

miR-1249

miR-128

miR-944

miR-221

miR-429

miR-663a

miR-552

miR-150-5p, miR-196b-5p

miR-18a-5p, miR-135b-5p, miR-21-5p, miR-375,
miR-133b

miR-211

miR-1246
miR-495
miR-215-5p

miR-196b, miR-466, miR-296, miR-592, miR-1247,
miR-1275, miR-3131, miR-10b, miR-146a, miR-
155, miR-615, miR-625, and miR-1293
miR-6883-5p, miR-149*, miR-6785-5p, and miR-
4728-5p

miR-214

miR-124

miR-338-3p

miR-200c

miR-141

miR-30e

miR-140-3p

miR-600

miR-503-5p

miR-29c¢-3p

miR-34b/c

miR-374b

miR-129, mir-145, let-7c
miR-23a, miR-92a, miR-1246
miR-300

miR-145

(Poel et al. 2019)

(J. Gao et al. 2015; Hahn et al. 2013; Hahn and
Hermeking 2014; Hiyoshi et al. 2015; Jiang and
Hermeking 2017; Kaller and Hermeking 2016; N.
H. Kim et al. 2013; Krajewska, Fichna, and
Mosinska 2018; M. Lai et al. 2015; W. Li et al.
2015; Moradi Marjaneh et al. 2019; Oner et al.
2018; Rokavec et al. 2014; Rokavec, Bouznad, and
Hermeking 2019; Rudolf, John, and Cervinka 2012;
Vogt et al. 2011; Lihua Wang et al. 2016; J. Wu et
al. 2012; Xi et al. 2006)

(X. Lai and Friedman 2017; Moghadamnia et al.
2019; Peng et al. 2014; Xi et al. 2006)

(Chen et al. 2019)

T. Zhou et al. 2018)

Kim et al. 2019)

Pu et al. 2010; Xi et al. 2006; Youssef et al. 2018)
Mo et al. 2018)

Tian et al. 2018)

Kwak et al. 2018)

Slattery et al. 2019)

Falzone et al. 2018)

[P PG [ S S i G

(Cai et al. 2012; Chang et al. 2018; K. Liu et al.
2013)

(Cooks et al. 2018)

(Bai et al. 2018)

(Karaayvaz et al. 2011; Vychytilova-Faltejskova et
al. 2017)

(W. Hu et al. 2018; Xi et al. 2006)

(Lulla et al. 2017)

(Chandrasekaran et al. 2017)
(K. Liu et al. 2013, 2017)
(Han et al. 2017)
(Chen et al. 2014; Xi et al. 2006; Ye et al. 2017)
(Long et al. 2017)
(Laudato et al. 2017)
(Song et al. 2009; Tang et al. 2017)

(Zhang et al. 2017)

(Xu et al. 2017)

(Chen et al. 2017)

(Hiyoshi et al. 2015; Jiang and Hermeking 2017; N.
H. Kim et al. 2013; Xiao Lan Li et al. 2015; Toyota
et al. 2008; Vogt et al. 2011; S. Yang et al. 2015)
(Gong et al. 2017)

(Lee et al. 2013; Yan et al. 2016)

(Lai and Friedman 2017)

(Lin Wang and Yu 2016)

(Kamatani et al. 2013; Pagliuca et al. 2013; P. Yang
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miR-143

miR-27a
miR-370
miR-139-5p
miR-1827
miR-126
miR-203
miRNA-146a, miRNA-147b, and miRNA-1288
miR-520g
miR-96
miR-135b
miR-339-5p
miR-1915
miR-148b
miR-103

miR-15a, miR-16-1
Let-7a

miR-16

miR-7

miR-186, miR-216b, miR-337-3p, and miR-760
miR-128a and miR-449a

miR-502

miR-194

miR-22

miR-125b
miR-192/miR-215

miR-23b, miR-183, mir-19b, mir-181a/b, miR-151,
miR-26a, miR-132, miR-339, miR-92, miR-423,
mir-422b, miR-372, mir-328, miR-331, miR-30a-
3p, miR-320, miR-30d, miR-30c, miR-30b, miR-
99b, miR-103, miR-100, miR-107, miR-125b, miR-
10a, miR-326

etal. 2017)

(Arora et al. 2016; Kamatani et al. 2013; Pagliuca
etal. 2013)

(Magbool, Lone, and Hussain 2016; Xi et al. 2006)
(Zeng et al. 2016)

(Cao et al. 2016)

(Zhang et al. 2016)

(Ebrahimi et al. 2015)

(Funamizu et al. 2015)

(Shen et al. 2015)

(Zhang et al. 2015)

(F. Gao and Wang 2015; S. A. Kim et al. 2015)
(Aslam et al. 2015)

(zhang et al. 2014)

(Nakazawa, Dashzeveg, and Yoshida 2014)

(G. Wang et al. 2015)

(Benderska and Schneider-Stock 2014; Z. Hong et
al. 2014)

(Shi et al. 2014)

(N. H. Kim et al. 2013; Luu et al. 2013; Xi et al.
2006)

(Cui et al. 2013; Ma et al. 2013)

(Xi et al. 2006; N. Zhang et al. 2013)

(S. Y. Kim, Lee, and Bae 2012)

(Rudolf, John, and Cervinka 2012)

(zhai et al. 2013)

(Sundaram et al. 2011)

(Jian Li et al. 2011; Tsuchiya et al. 2011; Xi et al.
2006)

(Nishida et al. 2011)

(Boni et al. 2010; Braun et al. 2008; Rokavec,
Bouznad, and Hermeking 2019)

(Xi et al. 2006)

Utilizando la base de datos The Cancer Genome Atlas (TGCA) (Muzny et al. 2012),
se han extraido datos de pacientes que cumplan los mismos criterios de inclusiéon
mencionados anteriormente en la base creada por nosotros. En estas condiciones, se
han analizado los datos provenientes de 275 pacientes.

Se han buscado correlaciones significativas entre los miARN de la tabla anterior con

los genes de nuestro estudio. Aunque se han analizado los miRNAs descritos en la
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bibliografia, en la tabla 11 solo se han incluido aquellos que han dado algun tipo de

resultado significativo en la correlacion en al menos dos genes al mismo tiempo.

Tabla 11. Correlaciones significativas entre los genes de nuestro estudio y miARNs,

segun el estado mutado o salvaje de p53

P53 wild-type P53 mutado
miARN MT1 MT2 | AANAT | CD44 | CD66¢c | MT1 | MT2 | AANAT | CD44 | CD66¢C
miR-195 0.423 0.471
0.011 0.004
miR-27a 0.252 0.270
0.026 0.017
Mir-552 -0.396 0.447
0.006 0.003
miR-150 0.231 0.409 0.341 0.384
0.042 <0.001 0.045 0.023
MiR-375 0.288 -0.340
0.011 0.002
MiR-146a 0.377 0.314
0.001 0.005
MIR-155 0.325 0.360 0.343 0.384 0.352
0.034 0.018 0.014 0.001 0.002
MIR-140-3P 0.376 0.359
0.013 0.018
MIR-15A 0.313 0.244
0.005 0.031
MIR-23B 0.360 0.514
0.033 0.002

90




91

DISCUSION



DISCUSION

Actualmente, la terapia basada en CMC representa un desafio importante para
el desarrollo de una nueva generacién de medicamentos y tratamientos para el CCR y
otros tipos de cancer. Sin embargo, los mecanismos que regulan la renovacién de las
CMCy la carcinogénesis no estan del todo claros (Zeuner et al. 2014)

Estudios recientes han sugerido que los efectos oncostaticos de la melatonina
podrian estar relacionados con su toxicidad inducida en las CMC cerebrales (V. Martin
et al. 2013; V. Martin et al. 2014), glioblastoma (Xueran Chen et al. 2016), y tumores
de mama (Gongalves Ndo et al. 2016). En el CCR, la melatonina reduce el pool de CMC
y las lesiones displdsicas inducidas por la exposicion constante a la luz y los
tratamientos cancerigenos en modelos con ratas (Kannen et al. 2011). De acuerdo con
esto, hemos hallado que AA-NAT, MT1 y MT2 se correlacionan negativamente con
CD44 y CD66c en el CCR. De hecho, la melatonina regula vias clave implicadas en la
diferenciacion mesenquimatosa y de CMC, tales como la via Wnt/B-catenina, BMPs o
la via Notch (Ashley 2013; Krausova and Korinek 2014; Luchetti et al. 2014; Margheri et
al. 2012; Park et al. 2011).

Multiples estudios han sefalado los efectos que producen la pérdida o
mutaciéon de p53 en el pool de CMC (Aloni-Grinstein et al. 2014). La pérdida de funcidn
de wtp53 enriquece las CMC de colon, mientras que la restauracion de wtp53 en
células de cultivo HCT116 con p53-null elimina la subpoblacion de CMC (Allen et al.
2009). La combinacién de 5-fluoracilo con la restauracion de la via p53 se ha asociado
con la deplecién de CMC de colon conp53 mutado o defectuoso (C. Huang et al. 2009).
Otros estudios han mostrado que el silenciamiento de HMGA1 reestablece las
caracteristicas de CM normales en CMC de colon aumentado los niveles de p53 (Puca
et al. 2014). Recientemente, se ha demostrado que p53 reprime transcripcionalmente
la expresion proteica de CD44 tanto en células tanto en células normales como en
células tumorales pulmonares y del epitelio mamario (Godar et al. 2008).

Sin embargo, la pérdida de funcién de p53 no se ha asociado con una elevada
expresion de CD44 en el CCR (Zeilstra et al. 2013). De acuerdo con esto, nuestros

resultados muestran una expresién de CD44 mayor en tumores con wtp53 que en
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tumores con mtp53. La expresién de CD66¢c también disminuye en tumores mtp53
comparando con tumores wtp53.

Se ha demostrado que la melatonina regula la expresion tanto de p53 como de
p21 (Mediavilla, Cos, and Sanchez-Barcelé 1999) y que ademas aumenta la
fosforilazion de p53 mediada por p38 en células cancerosas y la respuesta al dafio el
ADN dependiente de p53 (C. H. Kim and Yoo 2010; R. Santoro et al. 2012) a través de
MT1 y MT2 (Raffaela Santoro et al. 2013). En nuestro estudio hemos encontrado una
disminucién de la expresion de AA-NAT, MT1 y MT2 en tumores colorrectales con p53
mutado. Nuestros resultados se apoyan en datos publicados previamente por nuestro
grupo de investigacién (Ledn et al. 2012, 2014), con baja expresién de AA-NAT y MT2
en tumores avanzados comparado con tumores en estadios tempranos de la
enfermedad. Sin embargo, esto se demostré en tumores wtp53, no en mtp53. Estos
resultados indican que la pérdida de p53 podria llevar a la disminucién de la expresion
de AA-NAT y MT2 en el CCR, y que p53 podria regular su expresiéon o viceversa. De
hecho, melatonina es una molécula con importantes propiedades antioxidantes
(Manchester et al. 2015; Tan et al. 2015) y la disminucidn en su sintesis y sefalizacion
podria llevar a un incremento del estrés oxidativo en el tejido coldnico (G. A. Bubenik
2008), que a su vez podria producir mutaciones de p53 (Hussain, Hofseth, and Harris
2003). Nuestros resultados son a su vez concuerdan con resultados publicados por
Nemeth et al., quienes mostraron una disminucién de la expresién de MT1 en
adenocarcinomas colorrectales humanos (Nemeth et al. 2011). Recientemente, Ziolko
et al. han estudiado el perfil del gen del receptor MT1 en el CCR, y han mostrado un
aumento significativo de sus niveles de expresion en tejido canceroso comparado con
tejido no canceroso (Ziétko et al. 2015). Estas discrepancias podrian ser debidas al
pequefio numero de pacientes incluidos en estos dos estudios (24 y 39
respectivamente), mientras que nuestra cohorte incluye 184 pacientes.

AUn no hay consenso sobre el origen de las CMC en el CCR. Aunque segun la
hipdtesis de las CMC, el origen del tumor no es necesariamente una célula madre, esto
podria ser el caso en el intestino, un tejido donde las células diferenciadas se renuevan
cada 2-7 dias y cuya unidad funcional, las criptas de Lieberkiihn, yacen bajo células
madres mesenquimales (CMM). Independientemente de su origen, las CMC tienen

considerable importancia clinica, ya que han mostrado ser mas resistentes a
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tratamientos de quimio y radioterapia que otras células. Esta es una caracteristica que
comparten con las CM normales, las cuales presentan varias formas de resistencia a la
guimioterapia, incluyendo la quiescencia celular y la expresién de proteinas capaces de
eliminar drogas del citoplasma, como las proteinas multirresistentes a drogas (MDR) y
los transportadores dependientes de ATP (ABC) (Dalerba et al. 2011). Se piensa que
durante el proceso de transformacién a CMC, podria ocurrir la disminucién de la
expresion de los genes relacidn con las vias de sintesis y sefializacién de la melatonina.
El hecho de que hayamos encontrado una correlacién negativa entre AA-NAT, MT1 y
MT2 con CD44 y CD66¢c en estadios avanzados del CCR en nuestra cohorte de
pacientes, refuerza esta hipdtesis, aunque aun se necesitan mas estudios para
confirmarlo. Ademds, encontramos que estas correlaciones son mayores en tumores
wtp53 lo que indica se necesita una proteina p53 funcionante para que la interrelacién
entre los genes relacionados con la melatonina y los marcadores de CMC tenga lugar.
La medicina personalizada implica el uso de informacién genética de un
paciente para seleccionar u optimizar el tratamiento que va a recibir. A pesar del éxito
de los nuevos tratamientos, en muchos pacientes, la enfermedad avanzada debido a la
presencia de heterogeneidad intra e intertumoral la cual confiere resistencia. Distintos
factores contribuyen a esta heterogeneidad, incluyendo la presencia de
subpoblaciones de CMC, entre otros (Punt, Koopman, and Vermeulen 2017). P53 es un
factor de gran importancia involucrado en el desarrollo del CCR (Allen et al. 2009;
Aloni-Grinstein et al. 2014; C. Huang et al. 2009; Puca et al. 2014). La presencia de
mutaciones en el p53 induce resistencia en células de cultivo de CCR y es indicativo de
menor supervivencia en pacientes tras tratamiento con 5-fluoracilo (Bunz et al. 1999;
Pilat et al. 2015), el tratamiento quimioterdpico gold-standard en el CCR, el cual,
dependiendo del estadio tumoral se utilizado combinado con otras drogas
(Cunningham et al. 2010). Melatonina es capaz de aumentar la citotoxidad del 5-
fluoracilo en células de cultivo y en pacientes con CCR avanzado (metastasico) (Cerea
et al. 2003; Y. Gao et al. 2017). Aqui mostramos el posible mecanismo de este efecto
de la melatonina y la posibilidad de usarlo en combinaciéon con 5-fluoracilo en
pacientes con mtp53 resistentes a tratamiento con 5-fluoracilo solo. La glicoproteina
transmembrana CD133 fue uno de los primeros marcadores de CMC identificados en el

CCR (Ricci-Vitiani et al. 2007) y su uso como marcador de CMC ha sido polémico desde
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entonces (Kemper, Grandela, and Medema 2010). La seleccién de células de cancer de
colon basado en la positividad de AC133, un epitopo de la proteina CD133, permite la

identificacion de poblaciones celulares tumorigénicas y clonogénicas (Kemper et al.

2010). Por otro lado, tanto las células de cancer de colon CD133* como las CD133~
han mostrado ser capaz de formar nuevo tumor y su expresidon no parece estar
restringida al compartimento de células madre, lo que indica que el uso de CD133
como marcador de CMC es cuestionable (D. Horst et al. 2008; Kojima et al. 2008;
Shmelkov et al. 2008). Dado que las células de cancer de colon clasificadas por
CD44high o CD66Chjgh mostraron una alta tumorigenicidad (Gemei et al. 2013b;
Todaro et al. 2010), hemos usado estos marcadores de CMC en nuestro estudio. Los

tumores CD44highCD66chijgh se correlacionaron con una baja expresion de AA-NAT y

MT2 en tumores wtp53 en estadios avanzados de la enfermedad, lo cual indica el rol
tan importante que tiene la melatonina y su sefializacion a través de MT2 en el CCR.

Los miARN son ARN no codificantes muy importantes para el desarrollo de CM
(Ng and Surani 2011) que también pueden contribuir al desarrollo de cancer (Dong et
al. 2011). Debido a esto se ha estudiado su papel regulador en los procesos de
autorenovacion, proliferaciéon y quimioresistencia de CMCs (Zimmerman and Wu
2011).

Una de las funciones fisioldgicas de los miARN es la regulacion del crecimiento y
diferenciacién de CM embrionarias (Ng and Surani 2011). Recientemente, se ha
demostrado la implicacidn de los miARN en la regulacién de las CMC en varios tipos de
tumores. En CCR, sin embargo, este papel de los miARN es menos conocido. La
sobreexpresion de miR-140 y miR-125 conduce a quimiorresistencia e inhibe el
crecimiento en células HCT-116 (wt-p53) CD133+highCD44+high (Song et al. 2009). Un
descenso en la expresion de miR-451 en colonosferas obtenidas mediante el cultivo de
CMC procedentes de varias lineas celulares, se ha correlacionado con un aumento en
la capacidad tumorigénica y un descenso en la respuesta a irinotecan. Probablemente,
esto es debido a un aumento de la expresiéon de COX-2 y activacion de la via Wnt, asi
como a un aumento de la expresién de ABCB1, respectivamente. Esto estaria de
acuerdo con el descenso de expresion de miR-451 que se observa en pacientes

resistentes a irinotecan (Bitarte et al. 2011). LIN28B es un homdlogo de LIN28 que
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induce pluripotencia cuando se cuando se co-expresa con OCT4, SOX2 y KLF4 en
fibroblastos somaticos e inhibe la biogénesis de let-7, un grupo de miARNs que actlan
como supresores de tumores en CCR (Vaiopoulos et al. 2012). Esto podria implicar que
la inducciéon de diferenciacion por miRNAs podria considerarse como estrategia
terapéutica en el futuro (Vaiopoulos et al. 2012).

En nuestro analisis de bases de datos publicas, hemos encontrado varios
miRNAs (miR-195, miR-27a, miR-552, miR-150, miR-375, miR-146a, miR-155, miR-140,
miR-15a, miR-23b) cuya expresién que se correlaciona al mismo tiempo con
marcadores de CMC y algun gen relacionado con la sintesis o sefializacién de
melatonina. Entre ellos, miR-27a, miR-150, miR-146a, miR-140 y miR-23b se han
relacionado con la regulacion de CMCs en CCR (Francois et al. 2019; Hwang et al. 2014;
Jahid et al. 2012; Jiazhi Li et al. 2018; Viswanathan et al. 2017). Por otro lado, miR-155
actla ademas como intermediario en el proceso de inhibicidn del crecimiento celular e
invasién en glioma (Gu et al. 2017) y en la polarizacion fenotipica de macréfagos de
M2 a M1 por la melatonina (Xia et al. 2019).

Hay que destacar que, al menos en la base de datos estudiada, no hemos
encontrado ningdn miARN relacionado con MT2. Aunque es necesario realizar un
analisis mas profundo en este sentido, es posible que la relacién entre este gen y p53
sea mas directa.

En conclusién, en vistas de los resultados de este estudio, la melatonina podria
ser considerada como un abordaje terapéutico en pacientes con CCR avanzado y con
tumores wtp53, disminuyendo, al menos en parte, la resistencia a las terapias que se
utilizan habitualmente (V. Martin et al. 2013). En un futuro cercano, la comunidad
oncoldgica deberd validar esta posibilidad y asegurarse que los pacientes que son
candidatos para la terapia con melatonina se someten a los test y tratamiento

adecuados.
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CONCLUSIONS

1. In our cohort of patients, p53 mutations correlated with advanced stages of the

disease.

2. The presence of p53 mutations leads to a decrease of the expression levels of
melatonin synthesis and signaling genes (AA-NAT, MT1 and MT2) in early stages

of the disease.

3. In wtp53 tumors, the progression of colorectal cancer leads to a significant

decrease of the expression of melatonin synthesis and signaling genes.

4. Colorectal tumors bearing p53 mutations showed a decrease in the expression
of CSCs markers. CD66¢c expression was independently of the stage of the

disease, whilst expression of CD44 increased in advanced tumors.

5. The progression of the disease results in an increase of the expression of CD44,

a CSCs marker, independently of the status (wild type or mutated) of p53.

6. Tumors with high expression of CD44 and CD66¢c correlated with low
expression of AA-NAT and MT2, though only in tumors with wtp53. Therefore,

this could be used as a therapeutic approach.

7. The analysis of public databases demonstrates common molecular pathways of
CSCs markers and melatonin synthesis and signaling genes through miRNAs.
Although, this would require further in vitro and in vivo analysis to be able to
demonstrate. This, likewise, would open a new field of study in relation to the

regulation of the subpopulation of CSCs in the CRC.
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ANEXO

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO.
Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
NODO: Biobanco del Hospital Universitario San Cecilio
DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL
BIOBANCO PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

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

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

Es posible que la informacidon obtenida de las investigaciones en las que se
utilicen sus muestras no le genere un beneficio directo, pero habra contribuido al
avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que supondr3,
sin duda, un beneficio para la sociedad.

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

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

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

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

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

1.2. Utilizacion de las muestras

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

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

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

1.3. Informacion relacionada con las muestras

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

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

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

1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

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

1.5. Proteccidn de datos y confidencialidad de la informacion

La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus

muestras no se encuentren anonimizadas.
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Los datos personales recabados serdn confidenciales y tratados de acuerdo con
la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomédica.

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

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacidn, oposicidon y cancelacion de
sus datos personales, reconocidos en la citada Ley Orgéanica 15/19999, con las
limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, debera dirigirse a la Direccién General
de Asistencia Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucidon, num.
18, de Sevilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podra revocar o retirar,
en cualquier momento, el consentimiento prestado.

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

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

1.7. Informacidn relativa a andlisis genéticos

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

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

1.8. Otras consideraciones

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

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

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo sélo en caso de
incapacidad del/de la donante):
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Apellidos y nombre del/de la Donante:

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

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

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

Apellidos y nombre Fecha Firma

CONSENTIMIENTO:

YO,  D./DRE. ettt et e declaro  bajo  mi
responsabilidad que he leido y comprendido el Formulario de Informacion, del que se
me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacién de muestras bioldgicas
et e al Biobanco y sobre la posible realizacion de
analisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacién
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que
le he planteado.

Dichas muestras son:

- Excedentes del procedimiento médico-quirdrgico asistencia al que va a someterse o

SE N SOMETIAO... oottt e et r e n e b e

-Tomadas mediante el procedimiento

EXPIESO . cvereeietetesteseeseesesessess s esaseeseetesteses steessensesesesssenssessessesanrens

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

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

— Codificada (seran identificadas con un cédigo que protege mi identidad, siendo

posible volver a ligarlas conmigo) o

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

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

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si
solicita que las muestras sean anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: — SI — NO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este
documento.

EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (sd6lo en caso de incapacidad del/de la

donante)

Fdo.: Fdo.:

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO PARA USO DE MUESTRAS DONADAS:

YO,D./DR8. ettt ettt ettt sre st st st st sne e benes revoco el
consentimiento informado otorgado en el
OCUMIEBNTO.c..uttitiiietet ettt ettt ettt se st st st b st sa sbe st st st e e e e es b eb et benben et e sb et areeneaseeene

...(especificar fecha aproximada y/o procedimiento).
Solicito:

— La eliminacién de las muestras donadas

— La anonimizacion de las mismas

Otras
CONSII AT ONES ettt eeeeee et eee et et aeeseeteeesasteeeeeaaseteseaaseae sanaeesenaseaessananeaessasneesensnteessessneees
[ o I ) Qe de........ de..nn.n.

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

Fdo.: Fdo.:
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