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RESUMEN






ANALISIS DE PARAMETROS DE FUNCION TELOMERICA EN
TEJIDOS TUMORALES Y ADIPOSOS DE PACIENTES AFECTA-
DOS DE CANCER COLORRECTAL. RELACION CON OBESIDAD

Introduccion

Los telémeros son complejos nucleoproteicos que protegen los extremos de los cro-
mosomas lineales de las células eucariotas. Esto se consigue a través de la formacion de
unas estructuras denominadas t-loops, y mediante la participacion de un complejo multi-
proteico denominado complejo Shelterin, constituido por las proteinas TRF1, TRF2,
POT1, RAP1, TIN2 y TPP, asi como por otras proteinas asociadas. Este complejo impide
que los telomeros sean reconocidos como eventos de dafio en el ADN (puesto que con-
tienen una region monocatenaria 3’debido a la incapacidad de la ADN polimerasa para
completar la sintesis de estas regiones durante la replicacion celular), y regula la accién
de la enzima principalmente encargada de elongar las secuencias teloméricas, llamada

telomerasa.

Se sabe que la disfuncion telomérica, entendida como acortamiento critico de los telo-
meros, constituye un evento molecular implicado en el desarrollo de una amplia variedad
de tipos tumorales, entre ellos el Cancer Colorrectal (CCR). Su relacién con la tumorigé-
nesis y con la evolucién del CCR viene marcada por el correcto funcionamiento de las
vias de senescencia celular en respuesta a la pérdida de proteccion de los telémeros. Si
estos mecanismos funcionan de manera adecuada, el acortamiento progresivo de los tel6-
meros activara las vias de senescencia, impidiendo que las células continden dividiéndose
y evitando asi la inestabilidad genémica. Si, por el contrario, su activacién es deficiente,
las células continuaran replicandose sin control, dando lugar a una inestabilidad genémica

incrementada, lo cual conduce a la transformacién maligna y a la progresion tumoral.

Ademas, la bibliografia actual indica que un aumento en el indice de Masa Corporal
(IMC) vy, por tanto, la obesidad, provoca un mayor acortamiento telomérico, debido prin-
cipalmente al ambiente inflamatorio y oxidativo derivado de los elevados niveles de adi-
poquinas y citoquinas proinflamatorias caracteristicos de esta condicion fisica. La obesi-

dad se ha asociado con un mayor acortamiento telomérico y un incremento en el riesgo




de desarrollo de CCR. Sin embargo, hasta la fecha, la relevancia de estos factores en el

pronostico del CCR resulta controvertida.

Objetivos

El principal objetivo de esta Tesis consiste en conocer el impacto que, sobre el pro-
nostico de pacientes afectados de Cancer Colorrectal, tienen los parametros relacionados
con la funcion telomérica asi como el indice de Masa Corporal. Para su consecucion,

establecemos los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar la longitud de los telémeros y la actividad telomerasa en tejidos colo-
rrectales tumorales y no tumorales de pacientes afectados de Cancer Colorrectal.

2. Analizar la relacion entre los pardmetros de funcion telomérica evaluados y el
indice de Masa Corporal de los sujetos incluidos en la serie objeto de estudio.

3. Establecer estudios de pronostico en funcion de la longitud de los telémeros y de
la actividad telomerasa de los tejidos colorrectales indicados, considerando gru-
pos de individuos con normopeso, sobrepeso y obesidad.

4. Estudiar parametros de funcién telomérica en tejidos adiposos viscerales y subcu-
taneos de sujetos afectados y no afectados de Cancer Colorrectal.

5. Analizar la relacion entre la longitud telomérica y la actividad telomerasa de los
tejidos adiposos considerados en el estudio y el indice de Masa Corporal de los
pacientes incluidos en los protocolos.

6. Establecer estudios de prondstico en funcion de parametros de funcion telomérica

analizados en tejidos adiposos de individuos con Cancer Colorrectal.

Resultados

En la poblacion analizada para tejidos colorrectales, la Longitud Telomérica Media
(LTM) de las muestras tumorales resulto inferior a la obtenida para los tejidos no tumo-
rales (5,84 + 0,17 kb y 7,52 + 0,18 kb; media + error estandar, respectivamente), con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,01). Los tumores con menor invasién
local (T1y T2) presentaron teldmeros mas cortos que los tumores clasificados como T3
y T4 (LTM =5,44 + 0,22 kb y 6,38 + 0,29 kb; media * error estandar, respectivamente)

(p =0,013). Los casos con tamafios teloméricos tumorales (LTM T) y no tumorales (LTM




NT) inferiores a 6,5 kb y 7,1 kb, respectivamente, se relacionaron con un pronostico cli-
nico mas favorable (p = 0,002 y 0,009, respectivamente). Ademas, estas diferencias re-
sultaron independientes del estadio tumoral (p = 0,026 y 0,038 para la LTM T y NT,
respectivamente). En pacientes varones afectados de CCR, un IMC inferior a 31,85 kg/m?
se relacion6 con un mejor prondstico clinico, en comparacion con valores de IMC supe-
riores (p = 0,026).

En relacion con la poblacion de tejidos adiposos analizada, se observo una correlacion
positiva entre la longitud telomérica relativa (medida como Ratio T/S) de los tejidos adi-
posos viscerales (TAV) y de los tejidos adiposos subcutaneos (TAS) para la poblacion
general (r = 0,4,70; p < 0,001). Independientemente de la afectacion por CCR, los TAS
de los individuos con normopeso tuvieron unos telémeros mas largos en comparacién con
los medidos en los TAS de sujetos con sobrepeso y obesidad (Ratio T/S=1,21+0,16y
0,89 + 0,05; media + error estandar, respectivamente), siendo las diferencias estadistica-
mente significativas (p = 0,046). Para los TAV, también independientemente de la afec-
tacion por CCR, el nimero de casos con actividad telomerasa positiva fue significativa-
mente inferior en sujetos con obesidad (12,6%), en comparacion con el detectado en in-
dividuos con normopeso (20%) y sobrepeso (34,8%) (p = 0,010). Tanto los TAV como
los TAS mostraron tamafios teloméricos superiores (Ratio T/S = 1,08 + 0,08 y 1,07 +
0,07, media + error estandar, respectivamente) en pacientes afectados de CCR, en com-
paracion con los telémeros de individuos sin CCR (Ratio T/S=0,77 £ 0,06 y 0,75 + 0,06,
media + error estandar, para los TAV y TAS, respectivamente), con diferencias estadis-
ticamente significativas (p = 0,007 y 0,003, respectivamente). En sujetos obesos, la telo-
merasa se reactivg, en una mayor proporcion, en los TAS de pacientes afectados de CCR
(20,8%), en comparacion con los TAS de individuos sin CCR (3%) (p = 0,007).

Conclusiones

La longitud de los telomeros constituye un biomarcador de utilidad en el estableci-
miento del pronostico clinico de pacientes afectados de Cancer Colorrectal y que son
sometidos a cirugia de intencidn curativa. Ademas, el estado de obesidad confiere una
evolucion clinica desfavorable, aunque se relaciona con el sexo de los individuos consi-

derados. Por otra parte, los tejidos adiposos analizados presentan telomeros mas largos




en pacientes afectados de Cancer Colorrectal, al compararse con los de individuos sin

dicha patologia.

Estos datos ponen de manifiesto la relevancia de la funcion telomérica y del indice de
Masa Corporal en el andlisis del prondéstico clinico de pacientes afectados de Cancer Co-
lorrectal. Sin embargo, también se deduce la necesidad de llevar a cabo investigaciones
adicionales con objeto de analizar méas exhaustivamente el efecto de la obesidad en el

curso clinico del Cancer Colorrectal en el contexto de otros factores individuales.
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ANALYSIS OF TELOMERIC FUNCTION PARAMETERS IN TU-
MOR AND ADIPOSE TISSUES OF PATIENTS AFFECTED BY COL-
ORECTAL CANCER. RELATIONSHIP WITH OBESITY

Introduction

Telomeres are nucleoprotein complexes that protect the end of linear chromosomes
in eukaryotic cells. This is achieved through the formation of the called t-loop structures,
and through the action of a multiprotein complex called Shelterin complex, made up for
the TRF1, TRF2, POT1, RAP1, TIN2 and TPP proteins, as well as by other linked pro-
teins. This complex prevents telomeres from being recognized as DNA damage (since
telomeres contain a 3’ single stranded region due to the inability of DNA polymerase to
complete the synthesis of these regions during cell replication), and regulates the enzyme

mainly involved in the telomeric regions elongation, known as telomerase.

It is known that telomere dysfunction, described as telomere critical shortening, plays
an essential role in the development of a wide variety of tumors, including Colorectal
Cancer (CRC). Its implication in tumorigenesis and CRC evolution depends on the right
working of the senescence pathway in response to the telomere protection loosing. If these
mechanisms work properly, the telomere progressive shortening will trigger senescence
pathways activation, keeping off cells from continuing to divide, preventing genome in-
stability. On the other hand, if it activation is deficient, cells will continue to replicate
without control, getting higher levels of genomic instability that could lead to malignant

transformation and tumor progression.

Besides, current bibliography shows that Body Mass Index (BMI) increase and, there-
fore, obesity, cause a greater telomere shortening, mainly due to the inflammatory and
oxidative environment derived from the high levels of adipokines and proinflammatory
cytokines linked to this physical condition. Obesity has been associated with higher telo-
mere shortening and a CRC risk increase. However, to date, the relevance of these factors

in the prognosis of CRC is controversial.




Aims

The main aim of this Thesis is to know the impact that parameters related to telomere
function as well as the Body Mass Index have on the prognosis of patients affected by

Colorectal Cancer. To achieve this, we established the following specific objectives:

1. To analyze the telomere length and telomerase activity both in tumoral and non-
tumoral colorectal tissues from patients affected by Colorectal Cancer.

2. To analyze the relationship between the evaluated telomere function parameters
and the Body Mass Index of the subjects included in this study.

3. To establish prognostic studies based on telomere length and on the telomerase
activity of the colorectal tissues submitted to analysis, considering groups of in-
dividuals with normal weight, overweight and obesity.

4. To study telomeric function parameters both in visceral and subcutaneous adipose
tissues from subjects with and without CRC.

5. To analyze the relationship between telomere length and telomerase activity of
the evaluated adipose tissues and BMI of the patients included in this study.

6. To establish prognostic studies based on the telomeric function parameters ana-
lyzed in adipose tissues from individuals affected by CRC.

Results

In the colorectal tissue population, the mean telomere length (MTL) of the colorectal
tumor samples was significantly lower than that detected in the non-tumor tissues samples
(5.84 £0.17 kb and 7.52 + 0.18 kb; mean =+ standard error, respectively), with statistically
significant differences (p < 0.001). Tumors showing a lesser degree of local invasion (T1
and T2 tumors) had shorter telomeres compared to T3 and T4 tumors (5.44 + 0.22 kb and
6.38 + 0.29 kb; mean + standard error, respectively) (p = 0.013). Cases with tumor (T
MTL) and non-tumor telomere length (NT MTL) less than 6.5 kb and 7.1 kb, respectively,

were related with a better clinical prognosis (p = 0.002 and 0.009, respectively).

Furthermore, these differences were independent from tumor stage (p = 0.026 and
0.038 for T MTL and NT MTL, respectively). In male patients affected by CRC, a BMI
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less than 31.85 kg/m? was related to a better clinical evolution, compared to higher BMI
values (p = 0.026).

Regarding adipose tissue population, a positive correlation was observed between vis-
ceral adipose tissue (VAT) and subcutaneous adipose tissue (SAT) relative telomere
length (measured as T/S Ratio) for the general population (r = 0.470; p < 0.001). Regard-
less of CRC involvement, SAT from subjects with normal weight had longer telomeres
compared to SAT from overweight and obese subjects (T/S Ratio = 1.21 + 0.16 and 0.89
+ 0.05; mean * standard error, respectively), with statistically significant differences (p =
0.046).

For TAVS, also independently of CRC involvement, the number of cases with positive
telomerase activity was significantly lower in subjects with obesity (12.6%), compared to
that detected in subjects with normal weight (20%) and overweight (34.8%) (p = 0.010).
Both TAV and TAS showed larger telomere sizes (T/S Ratio = 1.08 + 0.08 and 1.07 £
0.07, mean + standard error, respectively) in patients affected by CRC, compared to telo-
meres of individuals without CRC (T/S Ratio = 0.77 £ 0.06 and 0.75 = 0.06, mean *
standard error, for TAV and TAS, respectively), with statistically significant differences
(p = 0.007 and 0.003, respectively). In obese subjects, telomerase was reactivated to a
greater extent in SAT from patients with CRC (20.8%), compared to SAT from subjects
without CRC (3%) (p = 0.007).

Conclusions

Telomere length is a useful biomarker in establishing the clinical prognosis of patients
affected by Colorectal Cancer, who have undergone surgery with curative intention. In
addition, the state of obesity confers an unfavorable clinical evolution, although it is re-
lated to the sex of subjects. On the other hand, the analyzed adipose tissues present longer
telomeres in patients affected by Colorectal Cancer, when compared to those of individ-

uals without this pathology.

These data highlight the relevance of telomere function and Body Mass Index in the
analysis of the clinical prognosis of patients affected by Colorectal Cancer. However, it

could be also deduced the need to carry out additional research in order to more
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thoroughly analyze the effect of obesity on the clinical course of Colorectal Cancer in the

context of other individual factors.
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ABREVIATURAS






ADN: &cido desoxirribonucleico.

ALT: alternative lengthening of telomeres (elongacion alternativa de los telémeros).
ARN: &cido ribonucleico.

ARNIcn: ARN largos no codificantes.

ASC: adipose-derived stem cells (células progenitoras derivadas del tejido adiposo).
BER: base excision repair (reparacion por escision de bases).

CCR: céncer colorrectal.

Cols: colaboradores.

DBS: double strand breaks (roturas de doble cadena).

DC: disqueratosis congeénita.

DDR: DNA-damage response (respuesta al dafio en el ADN)

dNTP: desoxinucleosido trifosfato.

EDTA: acido etilen-di-amino-tetra-acético.

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EMT: epitelial-mesenchymal transition (transicion epitelio-mesénquima).
HR: homologous recombination (recombinacion homologa).

ILE: intervalo libre de enfermedad.

IMC: indice de masa corporal.

Kb: kilobases.

LTM NT: longitud telomérica media no tumoral.

LTM T: longitud telomérica media tumoral.

LTM: longitud telomérica media.

mi-ARN: micro ARN.

MMR: mismatch repair system (reparacion de errores de coincidencia).
NER: nucleotide excision repair (reparacion por escision de nucleétidos).
NHEL: non-homologous end joining (unidn de extremos no homologos).
PCR: polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa).
gPCR: guantitative PCR.

ROS: reactive oxygen species (especies reactivas de oxigeno).

Rpm: revoluciones por minuto.

RPN: ribonucleoproteina.

RT-PCR: reverse transcription PCR.

SIARN: ARN pequefio de interferencia.

TAS: tejidos adiposos subcutaneos.
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TAV: tejidos adiposos viscerales.
TMM: telomere maintenance mechanisms (mecanismos de mantenimiento telomérico).

TPE: telomere position effect (efecto de posicién telomérico).

16



1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. FUNCION TELOMERICA: TELOMEROS Y TELOMERASA

1.1.1. TELOMEROS: ESTRUCTURA Y FUNCION.

Los telémeros son complejos nucleoproteicos localizados en los extremos de los cro-
mosomas lineales de eucariotas, cuya funcion es la de mantener la estabilidad gendmica.
En humanos, su tamafio varia entre 5y 15 kb, y estan constituidos por una secuencia de
ADN hexamérica, repetida en tindem (5’-TTAGGG/CCCTAA-3’) (Samassekou et al.,
2010).

Debido a la incapacidad de la ADN polimerasa para completar la sintesis de los cro-
mosomas lineales durante la replicacion, cuando se eliminan los cebadores de los Gltimos
fragmentos de Okazaki, se genera una region monocatenaria en el extremo 3’ de los cro-
mosomas (Figura 1.1, A). Para evitar que dicha region sea reconocida por los sistemas
de reparacion celulares como una zona de dafio en el ADN, los telémeros se organizan en
una estructura en bucle llamada t-loop: el extremo monocatenario 3’ invade la region de
doble cadena del telémero, formando un nuevo bucle de desplazamiento (displacement
loop o d-loop), que genera asi la estructura de t-loop (Figura 1.1, B). Esta organizacion
del ADN telomérico se asocia con un conjunto de proteinas que componen el denominado
complejo Shelterin. Su funcién consiste en estabilizar la estructura de los telémeros y
regular el acceso de proteinas implicadas en la reparacion y elongacion del ADN. En el
extremo de los telomeros también pueden aparecer otras estructuras especializadas lla-
madas G-cuadruplex o tétradas G (Figura 1.1, C), formadas por la asociacion de 4 gua-
ninas sobre un plano con capacidad para apilarse unas encima de otras en presencia de las
condiciones idnicas adecuadas, otorgando asi proteccion a los telémeros en sustitucion al
complejo Shelterin (Turner et al., 2019; Giardini et al., 2014).
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Figura 1.1.- Estructura de los extremos del ADN telomérico (A), T-loop (B) y G-cuadruplex
(C). Adaptado de Giardini, 2014.

1.1.2. PROTECCION DE LOS TELOMEROS: COMPLEJO SHELTERIN

El complejo Shelterin esta constituido por un conjunto de 6 proteinas proteicas deno-
minadas TRF1, TRF2, POT1, RAP1, TIN2 y TPP (Figura 1.2). Dicho complejo esta
involucrado en la proteccion de los telémeros, impidiendo su degradacion y la activacion
de los sistemas de reparacion del ADN; también esta implicado en la regulacién del ac-
ceso de la telomerasa a los telomeros. EI complejo telomérico tiene un papel imprescin-
dible en la senescencia celular y esta relacionado con patologias asociadas a la edad (Mir
et al., 2020). Se encuentra vinculado a otro conjunto trimérico de proteinas denominado
CST (formado por las proteinas, CTC1, STN1/OBFC1y TENL1), junto con el cual realiza

las funciones anteriormente citadas (Rice & Skordalakes, 2016).
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Figura 1.2.- Representacion del Complejo Shelterin (A), unién del complejo Shelterin a las
secuencias teloméricas lineales (B), y formacion del t-loop (C). Adaptado de Cesare &
Reddel, 2010.

1.1.2.1. Telomeric Repeat Binding Factor 1y 2 (TRF1y TRF2).

Las proteinas Telomeric Repeat Binding Factor 1 y 2 (TRF1 y 2) contribuyen a la
proteccion y mantenimiento del ADN telomérico (Smorgorzewska et al., 2000). Ambas
proteinas contienen en su extremo C-terminal unas secuencias denominadas Myb-type
DNA binding domain, con las que pueden unirse al ADN telomérico, y secuencias que les
permiten formar homodimeros (pero nunca heterodimeros) llamadas TRF homology o
TRFH en su extremo N-terminal (Broccoli et al., 1997; Karlseder, 2003).

TRF1 y 2 participan en multiples funciones, como son la regulacion de la longitud
telomérica, proteccion y prevencion de fusiones cromosomicas, deteccion de dafio en el

ADN vy regulacidn de la senescencia (de Lange, 2005).

e TRFI1

TRF1 juega un papel importante en la regulacion de la longitud telomérica, ya que
tiene la capacidad de unirse a los telomeros e impedir la movilizacion de la enzima telo-

merasa a esas regiones (Tong et al., 2015): los telomeros mas largos podran unir una
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mayor proporcion de TRF1, impidiendo a la telomerasa que pueda elongarlos. Los telo-
meros irdn acortdndose con las sucesivas etapas de division celular, hasta que los niveles
de TRF1 que puedan unirse al telomero se reduzcan los suficiente como para que la telo-
merasa pueda retomar su funcién (homeostasis telomérica) (van Steensel & de Lange,
1997). Estas observaciones coinciden con el trabajo realizado por Mufioz y cols., que
descubrieron que la proteina TRF1 se encontraba en mayor proporcion en las células que

tienen teldémeros mas cortos (Mufioz et al., 2009).

También se ha sugerido que las células con telémeros cortos expresan niveles supe-
riores de TRF1 para intentar contrarrestar una menor unién de esta proteina a las regiones
teloméricas y poder mantener la homeostasis de la funcion telomérica (Valls-Bautista et
al., 2012).

Sin embargo, la entrada de la célula en mitosis requiere que TRF1 se separe de la
region telomérica para permitir el acceso al resto de proteinas que participan en la repli-
cacion del ADN. Esto se consigue mediante la fosforilacion de TRF1 por parte de la qui-
nasa CDK1 (Cyclin B-dependent kinase 1), que impide que TRF1 pueda unirse al ADN,
quedando libre en el nucleo (McKerlie & Zhu, 2011). Aunque la mayor parte de TRF1
fosforilada se detecta en la fase de mitosis, una pequefia proporcion de esta proteina fos-
forilada también puede encontrarse en la interfase. TRF1 fosforilada, a través de su re-
clutamiento por parte de proteinas que detectan roturas de la doble hebra de ADN (DNA
Double-strand breaks o DSBs), como la proteina ATM, participa en mecanismos de re-
paracion del ADN como la Recombinacion Homologa o HR (Homologous Recombina-
tion, en inglés) (McKerlie et al., 2013).

o TRF2.

Esta proteina es la responsable de la formacion de las estructuras del t-loop que esta-
bilizan los telémeros, ya que su union al ADN telomérico provoca un superenrollamiento
positivo en la doble hebra y estimula la invasion del extremo 3” (Amiard, 2007). Sin
embargo, durante la replicacion celular (fase S), es necesario un proceso de defosforila-
cion de TRF2 para permitir el acceso a los telomeros de la maquinaria replicativa nece-

saria para la division celular (Sarek, 2019).
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Otra de las funciones mas estudiadas de TRF2 es la evitar los mecanismos de repara-
cion del ADN en respuesta a roturas en la doble hebra (DBS), mediados principalmente
por la proteina quinasa ATM. Karlseder y cols. observaron que TRF2 impedia la accion
de ATM al interferir en su interaccion con otros sensores de dafio en el ADN, o evitando
la autofosforilacion y activacion de ATM (TRF2 se une a los monémeros de ATM y los
inactiva) (Karlseder, 2004). El progresivo acortamiento telomérico asociado a la repli-
cacion celular reduce la unién de moléculas de TRF2 al ADN, reduciéndose asi la forma-
cion de los t-loop y la capacidad para inhibir los mecanismos de deteccion DBS mediados
por ATM, provocando la parada del ciclo celular (Denchi & de Lange, 2007; Bena-
rroch-Popivker et al., 2016).

Como ocurre con TRF1, TRF2 también es fosforilada en respuesta al dafio en el ADN
a traves de la via dependiente de ATM, separandose de las regiones teloméricas y movi-
lizdndose hacia las zonas dafiadas (DBS) activando el mecanismo de reparaciéon Non-
homologous end joining o NHEJ (Huda et al., 2009).

1.1.2.2. TRF1-Interacting Protein 2 (TIN2).

La proteina TIN2 actiia como puente de union entre TRF1, TRF2 y la region telomé-
rica, ademas de estabilizar la interaccion del complejo TPP1/POT con la enzima telome-
rasa (Ye Jeffrey et al., 2004; Frescas & de Lange, 2014; Pike et al., 2019). TIN2 con-
tiene dos regiones principales que le permiten interaccionar con el resto de proteinas: los
dominios TRFH-binding motif o TBM (reconocen las regiones TRFH de TRF1y 2, esen-
ciales para su unién) y dominios TRFH (son reconocidos por TPP1 a través de su dominio
TIN2-binding motif o TBM) (Figura 1.3). La union de TIN2 con TPP1 y TRF2 puede

ocurrir de manera simultanea y generandose un complejo estable (Hu et al., 2017).

TINZ2 regula la accién de la enzima telomerasa mediante la estabilizacion de las inter-
acciones entre el complejo TPP1/POTL1 con la subunidad hTERT de la telomerasa y la
region monocatenaria de los telomeros (Pike et al., 2019). Frank y cols. demostraron que,
como ocurre en la disqueratosis congenita (enfermedad relacionada con telémeros acor-
tados), mutaciones en la proteina TIN2 impiden el reclutamiento de la telomerasa hacia

las regiones teloméricas, por lo que se favorece el acortamiento telomérico (las
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mutaciones en TIN2 provocarian que TPP1 no pudiese interaccionar de manera correcta

con la telomerasa) (Frank, 2015).

Ademas, TIN2 es imprescindible para la interaccion entre TRF1 y TRF2. Se ha ob-
servado que, en ausencia del complejo TIN2/TRF1, los niveles de TRF2 se reducen, de-
jando los telomeros desprotegidos e impidiendo la proliferacion celular. Por ello, se con-
sidera a TIN2 el “eje” del complejo Shelterin (Ye Jeffrey et al., 2004).

1 87 250 334 510 544
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Figura 1.3.- Estructura de los dominios de TIN2, TPP1 y TRF2. TRFH: Telomeric Repeat
Factor Homology domain, OB: Oligosaccaride-binding fold, PBM: POT1-binding motif,
TBM en TPP1 y TRF2: TIN2-binding motif, TBM en TIN2: TRFH-binding motif. DC: Dis-
keratosis congenita hotspot, RBM: RAP1-binding motif. Adaptado de Hu et al., 2017.

1.1.2.3. Protection Of Telomeres 1 (POT1).

POT1 es la tnica proteina del complejo Shelterin que puede unirse a la region mono-
catenaria de los telémeros a través de sus dos dominios oligonucleotide/oligosaccharide-
binding 1y 2 (OB1 y OB2), que reconocen la secuencia telomérica 3’ (Lei et al., 2004).
POT1 también participa en la inhibicion de los mecanismos de DDR en las regiones te-
loméricas, evitando que la proteina RPA (Replication Protein A, en inglés) se una a los
telomeros y se activen las vias de reparacion mediadas por ATM (Gong & de Lange,
2010).

POT1 impide que la telomerasa desarrolle su funcién, ya que, al estar unida el extremo
37, la enzima no puede acceder a dicha region para elongar los telomeros (Kelleher et al.,
2005). Sin embargo, la unién de POT1y TPP1 (complejo POT1-TPP1) promueve la ac-
tividad telomerasa: el complejo POT1-TPP1 se une a los teldémeros acortados para
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promover su elongacion por medio del reclutamiento y la accion de la telomerasa. A me-
dida que los telémeros se van elongando, los nuevos complejos POT1-TPP1 se van
uniendo, hasta alcanzar una longitud lo suficientemente elevada como para que los nive-
les de POT1-TPP1 que se han unido vuelvan a frenar la accion de la telomerasa, dete-
niéndose asi el proceso de elongacion telomérica. Esto permite que las nuevas repeticio-
nes teloméricas que se incorporan a los telémeros acortados sean aproximadamente del
mismo tamafio que las que se han eliminado durante la replicacion celular, manteniéndose

asi una longitud telomérica constante (Xu et al., 2019).

1.124.  TINT-PTOP-PIP1 protein (TPP1).

TPP1 es el componente del complejo Shelterin encargado de reclutar y activar la te-
lomerasa en las regiones teloméricas. La interaccion entre TPP1 y la enzima telomerasa
se produce a través del dominio OB-fold que contiene TPP1 (region conocida como TEL
patch), el cual es reconocido por los dominios TEN y CTE de la subunidad hTERT de la
telomerasa. Esta interaccion permite que la enzima se acople a la region del ADN telo-

mérico que va a ser elongado (Nandakumar et al., 2012; Zhong et al., 2012).

Ademas de sus funciones relacionadas con la telomerasa, se ha demostrado que TPP1
acta como regulador en las interacciones de todos los componentes del complejo Shel-
terin: O"Connor y cols. observaron que TPP1 estabiliza las interacciones TIN2-TRF2 y
TRF1-TIN2-TRF2, ya que la union de TPP1 con TIN2 induciria un cambio conformacio-
nal en este Ultimo que potencia las interacciones tanto con TRF1 como con TRF2
(O’Connor et al., 2006).

1.1.25. Repressor/Activator Protein 1 (RAP1).

RAPL1 se une a TRF2 en las regiones teloméricas a través de su dominio RCT en el
extremo C-terminal, que es reconocido por la secuencia RBM (Rapl-binding motif) de
TRF2 (Chen et al., 2011). Esta union incrementa la afinidad de TRF2 por el ADN telo-
mérico, posiblemente debido a interacciones alostéricas entre RAP1 y TRF2 (Arat &
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Griffith, 2012). RAP1 también impide la activacion de los mecanismos de reparacion del
ADN, como pueda ser NHEJ, sin necesidad de su interaccion con TRF2: en telomeros
demasiado acortados, la formacion de t-loops puede verse comprometida debido a la poca
cantidad de moléculas de TRF2 que pueden unirse al teldémero y estabilizar estas estruc-
turas de proteccion. No obstante, se ha observado que existen mecanismos que impiden
la via de reparacion NHEJ por mecanismos alternativos a TRF2 que involucrarian a RAP1
(Bae & Buamann, 2007; Sarthy et al., 2009).

Ademas de las funciones anteriores, se ha descubierto una correlacion entre los nive-
les de expresion de telomerasa y RAP1. En situaciones de acortamiento telomérico, de-
bido a una reduccion en los niveles de actividad telomerasa, RAP1 se desvincula de los
telomeros y se asocia con regiones de ADN genomico (Martinez et al., 2016). Varias de
estas regiones de ADN gendmico, a las que RAP1 se une, son regiones promotoras de
diversos genes involucrados en los mecanismos que se activan durante la senescencia,
como los genes que codifican para las histonas H4, sugiriendo que RAP1 podria actuar
como regulador genémico cuando la longitud de los telomeros se reduce criticamente
(Platt et al., 2013).

1.1.2.6. Proteinas vinculadas al complejo Shelterin.

En las regiones teloméricas, no todas las proteinas forman parte del complejo Shelte-
rin, sino que existen varias que cumplen funciones determinantes para una correcta fun-

cién telomérica (De Lange, 2005).

e Tankirasaly 2.

Dos de las principales proteinas asociadas a TRF1 son la tankirasa 1 y 2. Ambos fac-
tores pertenecen a la familia de las poli(ADP)-ribosa polimerasas (PARPS), que catalizan
la transferencia de un grupo ADP-ribosa hacia su sustrato gracias a la presencia de varios
dominios de union llamados Ankyrin Repeat Cluster o ARC (Haikarainen et al., 2014).
Estas tankirasas llevan a cabo la ADP-ribosilacion de TRF1, lo que da lugar a que se
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separe de los telomeros, sea ubiquitinada y degradada por el proteosoma. Por ello, las
tankirasas 1y 2 participan en la regulacion de la longitud telomérica puesto que permiten
el acceso de la telomerasa a las regiones teloméricas (Chang et al., 2003).

e PinX1.

PinX1 también interacciona con TRF1, ademas de inhibir la accion de la telomerasa.
PinX1 reconoce los dominios TRFH de TRF1 y se une a ellos, acumulandose en las re-
giones teloméricas e inhibiendo la accion de la telomerasa mediante la unién a la subuni-
dad hTERT (Banik & Counter, 2004). Cuando los telomeros son demasiado cortos, la
disminucion de moléculas de TRF1 unidas a estas regiones va acompafiada de menores
niveles de PinX1, lo que facilita la accion de la telomerasa y la elongacion de los teléme-
ros. Una vez reestablecida la longitud de los telomeros, las nuevas secuencias teloméricas
generadas iran incorporando moléculas de TRF1y, en consecuencia, PinX1, favoreciendo
de nuevo su papel inhibidor de la telomerasa (Soohoo et al., 2011). Los estudios llevados
a cabo por Yooy cols. revelaron que PinX1, ademas de estabilizar la estructura de TRF1
para incrementar su afinidad por los telémeros, necesita interaccionar con hTERT para
poder llevar a cabo sus funciones reguladoras con TRF1 (Yoo et al., 2014).

e SNMI1B/Apollo.

La exonucleasa SNM1B/Apollo se asocia con TRF2, actuando tanto en el manteni-
miento de los telomeros como en respuestas al dafio en el ADN (DDR) en regiones no
teloméricas (Schmiester & Demuth, 2017). Con respecto a sus funciones, participa en
la formacion del extremo 3° monocatenario caracteristico de las regiones teloméricas en
la hebra conductora durante el proceso de replicacion gracias a su funcion exonucleasa
5’y al reclutamiento por parte de TRF2 hacia los telémeros (Wu et al., 2012). Estudios
adicionales demuestran su proteccion frente a respuestas de reparacion del ADN no
deseadas en los telémeros y su participacion en la activacion de rutas de respuesta al dafio
en el ADN mediado por ATM (Demuch et al., 2008).
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e Complejo MRN (MRE11, RAD50, NBS1).

El complejo proteico MRN es un heterotrimero formado por las proteinas MRE11,
RADS50 y NBS1 que participa en los mecanismos de deteccion y reparacion de roturas en
la doble hebra de ADN (DSB), principalmente a través de la via de ATM. Tras la forma-
cion de regiones de DSB, el complejo MRN reconoce estas regiones y se une a ATM, lo
que provoca que este se active, fosforilando y activando el resto de moléculas implicadas
en los mecanismos de reparacion del ADN (Paul & Lee, 2005; Situ et al., 2019). El
complejo MRN también participa en la formacion del extremo 3’ monocatenario de los
telomeros durante el proceso de replicacion celular y en el reclutamiento de moléculas de
ATM a las regiones teloméricas, necesarias para fosforilar y activar a TRF1 y favorecer

asi la elongacion de los telémeros (Wu et al., 2007; Attwooll et al., 2009).

e Ku70/80.

El heterodimero Ku70/80 actla como pieza principal en el reconocimiento de zonas
DBSy en la activacion de la via de reparacion NHEJ, uniéndose a cada extremo generado
por la rotura y reclutando al resto de proteinas que participan en este proceso de repara-
cion (Walker et al., 2001).

Varios estudios han demostrado la participacion de este heterodimero Ku70/80 en el
mantenimiento de los telémeros mediante la interaccion tanto con la subunidad hTERT
de la telomerasa (se une a ella e inhibe su funcién catalitica) como con TRF2 (incrementa
su afinidad por el ADN telomérico e impide que sea degradado por el proteosoma) (Chai
et al., 2002; Fink et al., 2010).

e Phosphatase 1 Nuclear Targeting Subunit (PNUTYS).

El factor PNUTS es el responsable de regular y activar el complejo DNA-dependent
protein kinase o0 DNA-PK, constituido por las proteinas Ku70, Ku80 y la subunidad
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catalitica DNA-PK (DNA-PKcs). Gracias a su mecanismo de accion, PNUTS participa
en la reparacion del ADN mediante NHEJ (Zhu et al., 2017).

e Microcephalin 1 (MCPH1).

MCPHL1 es una proteina implicada en el reconocimiento de roturas en el ADN y en la
activacion de la via ATM (Wood et al., 2007). En situaciones de disfuncion telomérica,
provocadas por la eliminacion de POT1 de la secuencia 3°, MCPHI1 es desfosforilada.
Esta modificacion le permite interaccionar con TRF2 (se une a sus dominios TRFH) para
inducir el reclutamiento de diferentes factores que participan en los mecanismos de repa-
racion del ADN (Cicconi et al., 2020).

e Helicasas RecQ: WRN y BLM.

Las helicasas de la familia RecQ denominadas WRN (Werner Syndrome RecQ heli-
case-like) y BLM (Bloom sindrome RecQ helicase-like) participan en la separacion del
ADN bicatenario durante procesos de replicacién, recombinacién y reparacion del ADN
(Croteau et al., 2014).

Ambas helicasas parecen estar asociadas a los telémeros a través de TRF1. Se ha
observado que WRN se une a TRF1 en sefial de dafio oxidativo en el ADN telomérico
para favorecer la reparacion de dichas zonas, y la helicasa BLM interactta con TRF1
durante la replicacion del ADN para eliminar las estructuras de G-cuadruplex y permitir

el avance de la maquinaria de replicacion (Zimmermann et al., 2014; Sun et al., 2017).

e Flap Endonuclease 1 (FEN1).

La endonucleasa FENL1 interviene en la eliminacion de los cebadores que dan lugar a
la sintesis de los fragmentos de Okazaki durante el proceso de replicacion celular (Liu et

al., 2004). Entre sus funciones se encuentran el correcto procesamiento de los fragmentos
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de Okazaki durante la replicacion de los telémeros, y la reparacion del ADN telomérico
ante dafios por estrés oxidativo (reparacion principalmente por mecanismos denominados
Base Excision Repair o0 BER), siendo reclutado por TRF2 (Muftuoglu et al., 2006; Sam-
pathi et al., 2009).

e Origin Recognition Complex (ORC).

El complejo ORC se une directamente a los origenes de replicacion del ADN y mo-
viliza al resto de proteinas implicadas en la replicacion celular (Sasaki & Gilbert, 2007).
Como consecuencia, este complejo tiene una implicacion esencial en la replicacion de los
telomeros, ya que es reclutado por TRF2 hacia las regiones teloméricas para que se inicie

dicho proceso replicativo (Deng et al., 2007).

e Complejo ERCC1-XPF.

Las subunidades ERCC1 y XPF conforman un complejo con actividad nucleasa que
participa en la reparacion del ADN a través del mecanismo denominado nucleotide exci-
sion repair (NER) (Manandhar et al., 2015). La participacion del complejo ERCC1-
XPF en el mantenimiento de los telémeros se produce mediante la interaccion con TRF2
a través de dos posibles escenarios: el complejo ERCC1-XPF se une a TRF2 y provoca
cambios conformacionales que le impiden a TRF2 interaccionar con otras proteinas im-
plicadas en la regulacion telomérica (Apollo, WRN, MRE11/RAD50/NBS1, etc.), 0 mo-
difica la secuencia telomérica a través de su funcion nucleasa para impedir que TRF2

pueda formar las estructuras T-loops que protegen los telémeros (Wu et al., 2008).

1.1.3. MANTENIMIENTO DE LOS TELOMEROS: TELOMERASA

Debido al problema de la replicacion terminal, responsable del acortamiento de las

regiones teloméricas en cada ciclo de division celular, las células eucariotas se han visto
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obligadas a desarrollar una estrategia que impide la erosion de los telomeros (responsable
de la aparicion de inestabilidad gendmica y muerte celular): la enzima telomerasa (Bla-
ckburn & Collins, 2011). La telomerasa es un complejo ribonucleoproteico (ribonucleo-
protein o0 RPN, en inglés) en el que destacan la subunidad hTERT (constituye la subuni-
dad catalitica, con actividad transcriptasa reversa) y la subunidad hTR (componente ARN
que contiene el molde necesario para la elongacion de las repeticiones teloméricas), junto
con una serie de proteinas imprescindibles para su correcto funcionamiento y localizacién
celular (Figura 1.4) (Blackburn et al., 2006; Gomez et al., 2016).

La subunidad hTERT (subunidad con funcion transcriptasa reversa) esta constituida
por 4 dominios estructurales: dominio N-terminal (llamado TEN), dominio C-terminal
(CTE), dominio de union a ARN (TRBD, en inglés) y dominio transcriptasa reversa (RT,
en inglés). El dominio TEN participa en el reclutamiento de la subunidad hTR y se une
al ADN monocatenario de las regiones teloméricas, favoreciendo que la enzima perma-
nezca unida al telomero durante el proceso de replicacion, en las células en las que la
telomerasa esta activa; el dominio CTE regula la localizacion de la enzima en los teléme-
ros al unirse también al ADN monocatenario; el dominio RT contiene 7 regiones necesa-
rias para union del ARN y nucleétidos, asi como para la actividad enzimatica de hTERT;
y el dominio TRBD es esencial para la union del molde de ARN y la adicién de las repe-
ticiones teloméricas (Kelleher et al., 2002; Autexier & Lue, 2006) (Mason et al., 2011).
Los dominios TRBD, RT y C-terminal se unen para formar el denominado “anillo
TERT?”, con una cavidad central que acoge al diiplex de ARN-ADN (de unos 7-8 nucleé-
tidos de extensidn) que va a ser elongado (Gillis et al., 2008).
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Figura 1.4.- Representacion de los diferentes componentes de la telomerasa humana. Adap-
tado de Ly, 2011.

Por su parte, la subunidad hTR 0 hTERC (molde de ARN complementario a las se-
cuencias teloméricas) es transcrita por la ARN polimerasa Il (Feng et al., 1995). Aunque
a lo largo de las distintas especies presenta variaciones tanto en secuencia como en ta-
mafio, contiene 3 dominios estructurales conservados. En la region 5° de la molécula se
localizan el dominio central (pseudoknot/template domain, en inglés), que incluye el
molde de ARN para la elongacion de los telomeros, y el dominio CR4/CR5 (Conserved
Regions 4 y 5, en inglés). Estos dos elementos pueden unirse de manera independiente a
la subunidad hTERT y son los Unicos de la subunidad hTR necesarios para reconstituir la
actividad catalitica de la enzima. Por su parte, el dominio H/ACA, situado en la region
3’, contiene un elemento llamado CR7 que integra la denominada caja CAB. El dominio

H/ACA participa en la biogénesis y regulacion de la enzima, y es esencial para su unién
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a varias proteinas como la disquerina, GAR1, NOP10 y NHP2 (Figura 1.5) (Zhang et
al., 2011; Chan et al., 2017).
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Figura 1.5.- Representacion de la estructura secundaria de la subunidad hTR. scaRNA: ARNs
pequefios especificos del cuerpo de Cajal. Adaptado de Zhang et al., 2011.

Existen unas estructuras nucleares relacionadas con la biogénesis de la enzima telo-
merasa, llamada cuerpos de Cajal. Estos organulos, localizados en el nucleo de las células
eucariotas, participan en la modificacion postraduccional de diversas ribonucleoproteinas
nucleares, entre ellas la telomerasa (Nizami et al., 2010). En estas estructuras la telome-
rasa adquiere las modificaciones necesarias para ser funcionalmente activa, como la adi-
cién del capuchdn TMG y su union con el resto de proteinas asociadas a la telomerasa
(Jady et al 2004; Zhu et al., 2004). La movilizacion hacia estas estructuras se produce

gracias a la region llamada caja CAB presente en la subunidad hTR (Zhang et al., 2011).

Otra proteina que forma parte de la estructura de la telomerasa es la proteina TCAB1
(Telomerase and Cajal body protein 1, en inglés). Participa en el correcto plegamiento
de la subunidad hTR para poder unirse a hTERT (a través de los dominios CR4/5), y en
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la movilizacion de hTR desde los cuerpos de Cajal hacia los telomeros durante el proceso
de replicacion (Venteicher et al., 2009; Zhong et al., 2011; Chen et al., 2018). Esta
proteina se une a la telomerasa a través de la caja CAB de la subunidad hTR y de la
disquerina (Tycowski et al., 2009; Egan & Collins, 2010). Se ha observado que, ante la
falta de TCABL, la sobreexpresion de la enzima telomerasa no compensa esta ausencia
in vivo, sugiriendo que la interaccion de TCAB1 con proteinas asociadas a los telomeros
constituye un evento esencial en el reclutamiento de la telomerasa hacia las regiones te-

loméricas (Stern et al., 2012).

1.1.3.1. Biogénesis de la telomerasa.

Una vez que la subunidad hTR se ha sintetizado, se une al complejo proteico formado
por las proteinas disquerina/NOP10/NAHP2/NAF1, lo que protege al transcrito de ARN
de posibles modificaciones postraducionales. La ribonucleoproteina recién formada se
dirige hacia los cuerpos de Cajal, donde hTR termina de adquirir las modificaciones ne-
cesarias para que sea funcional y la proteina NAF1 es sustituida por GAR1 (Jady et al.,
2004; Darzacq et al., 2006)

Por su parte, la maduracion de hTERT para poder unirse a hTR implica su interaccién

con la chaperona Hsp90 (Keppler et al., 2006).

La formacion del complejo hTERT/hTR requiere de la accion de dos ATPasas Ilama-
das pontina y reptina, que estabilizan la unién de ambas subunidades de la enzima con el
resto de proteinas (disquerina, principalmente) (Venteicher et al., 2008). Aunqgue existen
trabajos que defienden que hTERT tiene que transportarse al ndcleo para unirse a hTR,
no se conoce con exactitud si es hTERT la que se importa al nlcleo para asociarse con
hTR, osi lasubunidad hTR es exportada fuera del nucleo para unirse a hTERT (Frohnert,
et al., 2014; Schmidt & Cech, 2015).

La movilizacion de la telomerasa hacia los cuerpos de Cajal implica la unién
hTR/hTERT, a través de la interaccion entre la caja CAB de la subunidad hTR y la pro-
teina TCAB1 (Tomlinson et al., 2008; Venteicher & Artandi, 2009).
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1.1.3.2. Reclutamiento de la telomerasa hacia los telébmeros.

Una vez que la telomerasa se transporta hacia las regiones teloméricas durante la fase
S del ciclo celular, la enzima tiene que reconocer y unirse a los telomeros para que pueda
llevar a cabo su funcion. Este reconocimiento se produce gracias a la interaccion de
hTERT con el dimero TPP1-POT1 del complejo Shelterin (los dominios CTE y TEN de
la subunidad hTERT se unen al dominio OB fold de TPP1) (Abreu et al., 2010; Zhong
et al., 2012). Las proteinas TPP1 y POT1 reducen la probabilidad de que la telomerasa
se disocie del extremo 3’ monocatenario que esta siendo elongado e incrementan la efi-

ciencia de la adicion de repeticiones teloméricas (Latrick & Cech, 2010).

Ademas de TPP1 y POT]1, la proteina TIN2 también tiene implicacion en la regula-
cion de la telomerasa. Tiene la capacidad de unir TPP1 con el resto del complejo Shelte-
rin, pudiendo ejercer un control alostérico sobre el reclutamiento y actividad de la telo-
merasa una vez que la enzimay TPP1 interaccionan (Yang et al., 2011).

La movilizacién de la telomerasa hacia las regiones teloméricas durante la fase S se
produce mediante difusion a través del nicleo, pudiéndose asociar con TPP1. Debido al
corto periodo de tiempo que conforma esta fase del ciclo celular, la mayoria de las inter-
acciones entre la enzima y los telémeros ocurren con muy poca duracion (menos de 1
segundo), favoreciendo que la enzima pueda llevar a cabo muchos mas procesos de elon-

gacién durante este proceso celular (Schmidt et al., 2016).

e Ciclo catalitico de la telomerasa.

El ciclo de elongacion de los telomeros comienza con la union entre la region telomé-
rica 3’ y el molde presente en la subunidad hTR, formando el duplex inicial. Una vez
conseguido esto, se suceden una serie de pasos descritos a continuacion (Figura 1.6) (Wu
et al., 2017):

1) Elduplex inicial formado por el molde de hTR y el extremo 3 telomérico se sitlian
en el sitio activo de la subunidad TERT, donde la unién de dNTPs provoca que la
enzima telomerasa adquiere una conformacion cerrada (activa) que da lugar a que

comience la elongacion.
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2) La adicion de dNTPs se inicia en el extremo 3’ del molde, que va desplazandose
por el sitio activo de la enzima hasta llegar al extremo 5’ del molde de ARN.

3) Cuando el extremo 5’ del molde de ARN llega al sitio catalitico, el molde no
dispone de espacio suficiente para unir mas dNTPs.

4) EIl avance del molde a través del sitio activo hace que se forme un loop en el
extremo 3’ del molde.

5) Este loop formado en el extremo 3’ del molde provoca interacciones ARN-ARN
0 ARN-proteinas que llevan a la enzima a una conformacion abierta, promoviendo
que el molde de ARN se separe del telomero. Sin embargo, la region telomérica
elongada no se separa de la enzima, sino que queda anclada en una region deno-
minada SRS (single-stranded DNA retention site, en inglés).

6) La liberacion del molde de ARN de sitio catalitico permite su traslocacion a una
nueva zona.

7) Esta traslocacion puede llevar a una nueva union del extremo 3’ del molde con el
extremo 3’ del ADN telomérico anclado en la region SRS de la enzima, comen-

zando un nuevo ciclo de elongacién telomérica (paso 1).
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\ ‘:I‘(. )‘ [_/_|:||./\ EXTREMO 5'
\ o Q—-» ~y DEL MOLDE
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/ . é [N
UNION DEL ADN
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SITIO ACTIVO DEL EXTREMO 3

SEPARACION
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Figura 1.6.- Representacion del ciclo catalitico de la telomerasa. Extremo telomérico (en
azul); SRS: superficie de retencién del ADN monocatenario (single-stranded DNA retention
surface, en inglés). Adaptado de Wu et al., 2017.
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En el proceso de elongacion, el ADN telomerico de nueva sintesis se pliega para for-
mar estructuras G-cuédruplex caracteristicas de los telomeros, hasta que las nuevas mo-
léculas de POT1 y TPP1 se unen para protegerlo de los mecanismos de reparacion del
ADN. Si los nuevos G-cuadruplex afectan a las zonas del ADN telomérico que se encon-
traban ancladas a las regiones SRS de la telomerasa, el ADN se separara de la enzima y

el proceso de elongacion telomérica habra finalizado (Jansson et al., 2019).

1.1.3.3. Regulacion de la telomerasa.

La actividad telomerasa puede regularse tanto a nivel de expresion de hTERT como
de hTR. La actividad de hTERT esta sometida a varios niveles de regulacion (Skvortzov
et al., 2009):

- Regulacion a nivel del promotor de hTERT: incluye procesos de metilacién y ace-
tilacién/desacetilacion de histonas (Ge et al., 2010; Wang et al., 2010), regula-
cion a traves de NF-xB y de la via MAPK (Li et al., 2015; Villarelli et al., 2016),
de oncogenes como c-Myc (Toaldo et al., 2010), de genes supresores de tumores
como TP53 y p21 (Shats et al., 2004), o de hormonas como progesterona, estro-
genos o andrégenos (Calado et al., 2009; Cen et al., 2015; Valentijn et al.,
2015).

- Regulacion postraduccional de hTERT: se han identificado 7 variantes de splicing
alternativo para hTERT, todas ellas con propiedades inhibidoras de la actividad
telomerasa (Liu et al., 2017). Una de las variantes mas importante es la “p-dele-
cioén”, la cual se une a la subunidad hTR e impide el correcto funcionamiento de
la enzima (se expresa en distintos estadios del desarrollo embrionario) (Lister-
man et al., 2013).

- Fosforilacion: el ensamblaje completo de la telomerasa, asi como la adquisicién
de su actividad enzimatica, implica la entrada de hnTERT desde el citoplasma hacia
el nucleo gracias a las secuencias NLS (nuclear localization signal, en inglés)
presentes en esta subunidad. Esta entrada se ve favorecida por la fosforilacion de
hTERT por parte de la quinasa Akt, que permite que se ensamble correctamente
y pueda interactuar con los mecanismos de importacion nucleares (Chung et al.,

2012; Jeong et al., 2015). Por el contrario, la actuacién de la fosfatasa PP2A
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reduce el transporte de hTERT hacia el ndcleo (Xi et al., 2013). La fosforilacion
de hTERT también permite su interaccion con la chaperona Hsp90 para poder
plegarse correctamente (Chang et al., 2006).

Por su parte, la subunidad hTR también se regula a nivel del promotor de su gen y
mediante modificaciones postraduccionales (Skvortzov et al., 2009):

- Regulacion del promotor de hTR: la accion sobre el promotor de hTR de distintos
factores pueden ejercer un papel activador (como NF-Y, Spl o pRB) o inhibidor
(Mdm2 o p53) sobre la ARN polimerasa Il, regulando asi la transcripcion de hTR
(Zhao et al., 2005).

- Regulacion postraduccional: para que hTR pueda dirigirse hacia los cuerpos de
Cajal, es necesario el correcto procesamiento del extremo 3’ donde se encuentra

la caja CAB (Theimer et al., 2007).

Ademas de la regulacion de la enzima, la actividad telomerasa también se puede con-
trolar a nivel de las proteinas del complejo Shelterin. La fosforilacion de TRF1 en el
residuo T271 incrementa su afinidad por el ADN telomérico, impidiendo que la telome-
rasa pueda acceder a estas regiones (Ho et al., 2016). Por su parte, mutaciones en TIN2 o
TPP1 impedirian la localizacion y el reconocimiento adecuado de las regiones teloméri-

cas por parte de la telomerasa (Yang et al., 2011; Bisht et al., 2016).

1.1.34. Funciones de la telomerasa independientes a los telomeros.

La telomerasa participa en diversos mecanismos celulares, independientemente del
mantenimiento del tamafio telomérico: se ha demostrado que hTERT interviene en la pro-
teccion de los telomeros a través de su interaccion con POT1 (Mukherjee et al., 2011),
regula la accion de varios factores de transcripcion como la B-catenina, NF-xB y c-MYC
(Liu et al., 2012; Ghosh et al., 2012; Koh et al., 2015), y reduce la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species o ROS, en inglés) en la mitocondria
que conducen a la muerte celular en situaciones de estres oxidativo (Mattiusi et al., 2012;
Singhapol et al., 2013).

Otra de las funciones “extra-teloméricas” que hTERT puede tener es la de, en combi-
nacion con un componente ARN (similar a hTR), actuar como una ARN polimerasa
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dependiente de ARN o RdRP (RNA-dependent RNA polymerase, en inglés) y sintetizar
moléculas que pueden actuar como ARN de interferencia (SIRNA, en inglés) (Maida et
al., 2009). Este mecanismo resulta importante en la regulacién de la heterocromatina y la

expresion de diversos genes durante el proceso de mitosis (Maida et al., 2014).

Por su parte, la subunidad hTR de la telomerasa también tiene un papel no relacionado
con la elongacion de los telomeros. Se ha observado que el componente ARN de la telo-
merasa es transportado a la mitocondria, donde es escindido a una molécula de ARN de
menor tamafio (denominada hTERC-53), que puede mantenerse en la mitocondria o ser
exportada al citoplasma (Cheng et al., 2018). Esta forma modificada de hTR activa las
vias de senescencia celular, aunque en células del sistema inmunitario (linfocitos T) puede

tener efectos antiapoptéticos (Gazzaniga & Blackburn, 2014; Zheng et al., 2019).

1.1.3.5. Enfermedades relacionadas con la telomerasa.

Una de las enfermedades mas relevantes debida a defectos en la actividad telomerasa
es la disqueratosis congénita o DC. Esta enfermedad se caracteriza por mutaciones que
afectan elementos implicados directamente en la accién de la telomerasa, como son
hTERT, hTR o disquerina, pero también pueden afectar a proteinas relacionadas de ma-
nera indirecta con la telomerasa, como TIN2. Como consecuencia, los telomeros de estos
pacientes sufren un acortamiento prematuro, desarrollando sintomas que incluirian una
pigmentacion cutanea anormal y fallos en la médula 6sea (Vulliamy & Dokal, 2008;
Dokal, 2011).

Ademas, la actividad telomerasa se ha vinculado en el desarrollo de otras enfermeda-
des, como afecciones cardiacas o autoinmunes (Kroenke et al., 2012; Invernizzi et al.,
2014). Sin embargo, su relacion mas importante se le atribuye al desarrollo de diversos
tipos de tumores (Kumari et al., 2009; Kulic et al., 2016; Minafra et al., 2017).
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1.14. ALTERNATIVA A LA TELOMERASA: MECANISMO ALT

Se ha demostrado que la mayoria de las células tumorales (80-85%) utilizan la telo-
merasa para elongar sus telomeros. No obstante, una pequefia proporcion de tumores (10-
15%) emplea un mecanismo alternativo de elongacion telomérico denominado alterna-
tive lengthening of telomeres o ALT, en inglés (Sommer & Royle, 2020). Es caracteris-
tico de tumores procedentes de células mesenquimales y neuroepiteliales (sarcomas, prin-
cipalmente), siendo poco habitual en tumores de colon, prostata o pancreas (las células
epiteliales que inician estos tumores regulan de manera mas eficiente la telomerasa)
(Heaphy et al., 2011).

Se ha observado que las células que mantienen sus telomeros mediante ALT contie-
nen en sus ndcleos unas estructuras de ADN circular, denominadas circulos T (t-circles,
en inglés) (Cesare & Griffith, 2004), originadas mediante 3 posibles procesos (Figura
1.7): recombinacion homologa intramolecular entre repeticiones teloméricas, recombina-
cion homologa intramolecular iniciada en un t-loop, o circularizacion de fragmentos te-

loméricos lineares (Tomaska et al., 2004).

Recombinaciéon homéloga intramolecular

5’ ™)

/£ @ 3

Recombinacién homéloga intramolecular via r-loop
y: y
/ : //—C,
5’ ( 3 ) - 5 O

Circularizacion de ADN telomérico lineal

 Oo
O

Circulos T o t-circles
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Figura 1.7.- Posibles mecanismos para la formacion de los circulos T o t-circles. Adaptado
de Tomaska et al., 2004.
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Se han descrito dos posibles modelos a través de los cuales las células pueden elongar
sus telomeros mediante ALT (Cesare & Reddel, 2010):

- Modelo del intercambio de cromatidas teloméricas hermanas (Telomere sister
chromatid exchanges o T-SCE, en inglés) desigual: durante la division celular,
una de las células hijas heredara la region telomérica completa, generandose una
célula con los telémeros elongados y otra con ellos acortados. Este mecanismo
asegura que la region telomérica completa siempre sea heredada por una de las
células hijas.

- Modelo de la replicacion de ADN dependiente de Recombinacién Homdloga
(HR): el nuevo ADN telomerico se sintetiza empleando como molde una region
telomérica adyacente, que podria ser el propio telomero (mediante los t-loops),
una cromatida hermana, fragmentos de ADN cromosomicos lineares o las estruc-

turas de circulos T.

Si bien los circulos T se han detectado, en baja proporcion, en células con una activi-
dad telomerasa regulada, estas estructuras son caracteristicas de células con telémeros
muy extensos, como ocurre en situaciones de sobreexpresion de la telomerasa (Henson
et al., 2009; Pickett et al., 2009). La formacion de los circulos T esta vinculada con el
“colapso” de las horquillas de replicacion durante la fase S del ciclo celular, debido a
roturas de la doble cadena de ADN en estas regiones, lo que lleva a la formacidn de bucles
que impiden el avance de la maquinaria replicativa. Para solucionarlo, la topoisomerasa
Il (Topo I1) escinde y libera estos bucles, activandose la via de reparacion NHEJ (mediado
por Akt) para unir entre si los extremos de los bucles (generandose los circulos T) y co-
nectar los extremos de la zona de los telomeros que habia sido escindida (representado en
la Figura 1.8). Este evento permite a las células con telomeros muy extensos poder re-
solver los colapsos en las horquillas de replicacion y mantener la integridad de su genoma
(Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2019).
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Colapso de la Escision por la Activacién de Ciclado
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Figura 1.8.- Modelo de resolucién del colapso de una horquilla de replicacion y liberacion
de circulos T. Adaptado de Zhang et al., 2017.

1.15. ORGANIZACION DE LA CROMATINA TELOMERICA

El ADN se organiza en unas estructuras nucleoproteicas denominadas nucleosomas.
En las regiones teloméricas, los nucleosomas estan favorecidos por la accion del complejo
Shelterin, principalmente por TRF1y 2, que promueven el plegamiento del ADN en es-
tructuras mas compactas. También se ha observado que la cromatina telomérica contiene
marcadores epigenéticos tanto de heterocromatina (H3K9me3) como de eucromatina
(H2BK5mel y H3K4me3), en funcion de la longitud de los telémeros (Ichikawa et al.,
2015).

Por definicion, las secuencias teloméricas se localizan en los extremos de los cromo-
somas. Sin embargo, en ciertas especies de vertebrados, incluidos los seres humanos, se
han detectado repeticiones teloméricas en zonas intracromosémicas, que reciben el nom-
bre de secuencias teloméricas intersticiales o ITS (interstitial telomeric sequences, en in-
glés). Estas secuencias ITS son susceptibles de comportarse como como sitios de rotura,
recombinacion o amplificacion genética, por lo que tienen una importancia crucial en

patologias asociadas con la inestabilidad genémica (Lin & Yan, 2008).

La heterocromatina localizada en las regiones teloméricas esta regulada por las pro-
teinas metil-transferasas SUV39H1/H2, que realizan una triple metilacion en las histonas
H3K9 (H3K9me3). La metilacion del ADN telomérico unicamente ocurre en las regiones
subteloméricas, puesto que son las Unicas zonas de los telomeros que contienen regiones

CpG (Barral & Déjardin, 2020). Esta heterocromatina participa en la regulacién de
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genes a través del fendmeno denominado efecto de posicion telomérico o telomere posi-
tion effect (TPE, en inglés). Este mecanismo esta basado en el silenciamiento de determi-
nados genes y depende tanto del tamafio de los telémeros como de la distancia hasta el
gen. El fenébmeno TPE permitiria explicar la relacion que existe entre el acortamiento
progresivo de las secuencias teloméricas y cambios en la expresion génica, como ocurre
con el gen hTERT (Kim & Shay, 2018).

La region 3’ de la cromatina situada en las regiones teloméricas puede ser transcrita
por la ARN Pol Il y generar unas moléculas de ARN largos no codificantes (ARNINc),
conocidas como TERRA (telomeric repeat-containing RNA, en inglés), con tamafios que
van desde 100 nt hasta 9 kb (Lalonde & Chartrand, 2020).

TERRA participa en la regulacion de varias funciones, como son el mantenimiento
de la heterocromatina telomérica o la actividad telomerasa (Wang et al., 2015). Estos
ARNINc son necesarios para la estabilidad estructural de los telomeros y la formacién de
heterocromatina, a través de su interaccion con proteinas del complejo Shelterin como
TRF1y TRF2, ORC1 o HP1 (Deng et al., 2009). Inicialmente, TERRA fue considerado
un inhibidor de la actividad telomerasa, ya que contiene secuencias 5’-UUAGGG-3’ que
se unen a la subunidad hTR de la telomerasa e impide que pueda acceder a las regiones
teloméricas (Redon et al., 2010). No obstante, estudios posteriores han demostrado que
TERRA promueve la acumulacion de moléculas de telomerasa en aquellos telomeros que
se han acortado en exceso, permitiendo que estos puedan recuperar su tamafio original
(Cusanelli et al., 2013; Moravec et al., 2016).

1.1.6. ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LOS TELOMEROS

El mal funcionamiento de los elementos encargados de mantener la homeostasis telo-
mérica puede desencadenar el desarrollo de ciertas enfermedades, conocidas como telo-
meropatias. Este conjunto de enfermedades se puede clasificar en: primarias (promovidas
por defectos en la maquinaria encargada de mantener el adecuado funcionamiento de los
telomeros) o secundarias (si los elementos afectados participan en los mecanismos de
respuestas a dafio en el ADN) (Opresko & Shay, 2016; Armando et al., 2019):
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Telomeropatias primarias:

o Disqueratosis congénita: ya definida anteriormente, se trata de la principal

telomeropatia primaria que se conoce. Es una patologia asociada a muta-
ciones en genes relacionados con la accion de la telomerasa, como son
DKCL1 (codifica para la disquerina), hTR o TERT. Los pacientes no suelen
desarrollar sintomas hasta la primera década de vida, y se caracterizan por
un fallo en la médula dsea, fibrosis hepatica y/o pulmonar, que pueden
desencadenar en cancer de higado o pulmon.

Telomeropatias secundarias:
o Ataxia telangiectasia: se trata de una patologia de tipo autosémico rece-

sivo, causada por mutaciones en el gen ATM, cuyo producto participa en
la reparacion del dafio en el ADN. Por ello, las células de estos pacientes
son extremadamente sensibles a las radiaciones ionizantes. Entre los sin-
tomas caracteristicos cabe destacar la ataxia cerebelar, telangiectasia ocu-
locutanea, inmunodeficiencia y un elevado riesgo para el desarrollo de tu-
mores pulmonares, linfomas y leucemias.

Sindromes de Bloom y Werner: el sindrome de Bloom (BS) y el sindrome
de Werner (WS) son producidos por mutaciones en los genes que codifi-
can para las helicasas BLM y WRN, respectivamente. Dado que estas pro-
teinas se encargan de eliminar las torsiones producidas en el ADN durante
su reparacién mediante recombinacion homéloga (HR), las células de los
pacientes afectados presentan una elevada tasa de intercambios de croma-
tidas hermanas (sister chromatid exchanges o SCE, en inglés). Ambos sin-
dromes provocan falta de crecimiento, inmunodeficiencia, osteoporosis o

predisposicion a una amplia variedad de canceres.
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1.1.7. DISFUNCION TELOMERICA, SENESCENCIA Y CANCER

Las células germinales y las células madre embrionarias son capaces de mantener sus
longitudes teloméricas invariables gracias a la expresion de la telomerasa de manera cons-
titutiva. En el caso de las células madre pluripotentes, la actividad telomerasa se encuentra
regulada, y unicamente sufren un ligero acortamiento de los telomeros a lo largo de la
vida del organismo. Sin embargo, en las células sométicas de organismos adultos, al no
expresar la enzima telomerasa, el acortamiento telomerico inherente a la division celular
se producira a un ritmo superior, llegando a alcanzar niveles de acortamiento criticos (Fi-
gura 1.9.) (Shay & Wright, 2011)

Las células cuentan con dos “puntos de control” frente al acortamiento telomérico,
denominados senescencia replicativa (M1) y crisis replicativa (M2) (Nassour et al.,
2021). La senescencia replicativa (M1) se inicia cuando alguno de los telémeros es iden-
tificado como una rotura en el ADN, lo que activa los mecanismos DDR mediados prin-
cipalmente por dos de las vias oncosupresoras mas importantes: via de p53 y via p16-RB
(Figura 1.10) (Yaswen et al., 2015; Jager & Walter, 2016). A través de ATM, p53 se
activa e induce la expresion de otro factor, llamado p21, encargado de inhibir el complejo
formado por la ciclina E y la CDK2. Por su parte, la via de p16 también es activada por
los sensores de dafio en el ADN, lo que en este caso provoca que se inhiban los complejos
formados por la ciclina D y las CDK 4/6. Sin la accion de las ciclinas y las CDKs, la
proteina RB no se encuentra fosforilada y puede evitar que el factor E2F acceda al ntcleo
celular y estimular la expresién de genes implicados en proliferacion celular. Ambas vias
de sefializacion permiten a las células con telomeros disfuncionales detener su ciclo ce-

lular y entrar en un estado de senescencia replicativa.
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Figura 1.9.- Acortamiento telomérico en funcion de la actividad de la telomerasa en diferen-
tes tipos celulares. Adaptado de Shay & Wright, 2011.
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Figura 1.10.- Activacién de la senescencia celular a través de las vias de p53 y de p16-RB.
Adaptado de Jager & Walter, 2016.
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En 2005, un estudio llevado a cabo con células MCF-7 determind que la exposicion
de estas células a radiaciones ionizantes provocaba disfuncion telomérica, activandose las
vias de senescencia mediadas por p53 (Jones et al., 2005). Dos afios después, se observd
que el acortamiento telomérico inducia un fenotipo senescente, también a traves de la
accion de p53 (Feldser & Greider, 2007). En células deficientes para telomerasa y que
utilizan la recombinacion homologa para elongar sus telomeros, la reintroduccion de la
enzima reducia el proceso de senescencia (Chen et al., 2009). Un experimento llevado a
cabo en un modelo murino para el linfoma de Burkett demostré que la activacion de la
via DDR mediada por p53 ante un acortamiento telomérico impedia la formacion de lin-
fomas (Wang et al., 2016).

Este estado de senescencia replicativa implica la parada irreversible del ciclo celular,
aunque las células mantienen su actividad metabolica y expresan factores antidpoptoticos
como proteinas de la familia BCL-2 (BCL-W y BCL-XL). La senescencia replicativa
también se caracteriza por una expresién por parte de las células de un fenotipo proinfla-
matorio, conocido como SASP (senescence-associated secretory phenotype, en inglés).
En este primer punto de control, la estabilidad cromosomica todavia no se ve comprome-
tida (Nassour et al., 2021).

No obstante, la pérdida de funcién de las vias p53 y p16-RB provoca que las células
se vuelvan insensibles a las sefiales DDR, por lo que pueden continuar dividiéndose hasta
que sus telémeros alcanzan tal grado de acortamiento que son incapaces de mantener su
estructura protectora. Este escenario es el responsable de la activacion de la segunda ba-
rrera proliferativa, denominada crisis replicativa (M2), que se caracteriza por la aparicion
de fusiones cromosomicas y formaciones de puentes entre las cromatidas hermanas (Nas-
sour et al., 2021).

El grupo de Davoli realiz6 un experimento con fibroblastos deficientes para RB y
p53, mimetizando los efectos del acortamiento telomérico en células con mutaciones en
estas moléculas. Como resultado, las células mostraban grandes alteraciones gendmicas,
caracterizadas por la tetraploidizacion inducida por procesos de endoreduplicacion (re-
plicacién del material genético sin el proceso de citocinesis) y mitosis fallida (Davoli &
de Lange, 2012). En 2015, se observé que el tratamiento de células con siARNSs frente a
RB y p21, junto con la eliminacion de TRF2, provocaba una division celular defectuosa,
con formacion de puentes entre las cromatidas de las células hijas y eventos de cromo-

tripsis (reordenamientos gendmicos inter o intracromosémicos que afectan a uno o varios
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cromosomas) y kataegis (regiones del genoma susceptibles a procesos de hipermutacio-
nes) (Maciejowski et al., 2015). Otro trabajo publicado en 2015 recoge el efecto que
tiene la disfuncidn telomérica en el desarrollo de alteraciones genémicas cuando los me-
canismos de senescencia no funcionan correctamente. Para ello se emple0 la linea celular
RPE-1 deficiente en p53, que fue tratada con ARN de interferencia frente a TRF2 para
mimetizar una situacion de telémeros desprotegidos. Tras la induccion de dafio en el
ADN, estas células sufrieron eventos de cromotripsis y otras alteraciones gendmicas ca-

racteristicas de varios tipos de tumores (Mardin et al., 2015).

Haapaniemi y cols., mimetizaron un escenario de dafio en el ADN a través de la tec-
nologia de edicion génica CRISPR-Cas 9 y demostraron que aquellas células deficientes
para p53 eran las que sufrian mayores eventos de recombinacion homdloga (en células
con p53 activa, este dafio celular induce la parada del ciclo celular) (Haapaniemi et al.
2018). En varias lineas celulares, la activacion de los mecanismos de senescencia en res-
puesta a la inestabilidad telomérica solo se producia en presencia de p16. Cuando este
factor era eliminado, el acortamiento telomérico inducia apoptosis en estas células a tra-

vés de la caspasa 3 (Selvam et al., 2018).

Por lo expuesto en los parrafos anteriores, el estado de crisis replicativa se caracteriza,
principalmente, por la aparicion de inestabilidad genémica que, en la mayoria de los ca-
sos, conduce a la muerte celular. Ademas, la eliminacion de las células que alcanzan este
punto también se produce a través de sucesos de mitosis prolongada y autofagia (Hayashi
et al., 2015; Nassour et al., 2019).

Inicialmente, el estado de crisis replicativa fue considerado como la Gltima linea de
control frente al inicio de la tumorigénesis. No obstante, esta situacion desencadena un
ambiente optimo para la adquisicion de alteraciones genéticas y epigenéticas que favo-
rezcan la transformacion maligna de una pequefia proporcion de células capaces de evadir

el estado de crisis replicativa (Nassour et al., 2021).

La capacidad replicativa ilimitada, o inmortalizacion celular, esta vinculada a meca-
nismos de mantenimiento telomérico (telomere maintenance mechanisms o TMM, en in-
glés) basados, principalmente, en la reactivacion de la telomerasa (en una menor propor-
cion, el mantenimiento de las secuencias telomericas se lleva a cabo mediante mecanis-
mos ALT). El analisis gendmico de 56 neuroblastomas detecté en aquellos con mayor

agresividad un incremento en los reordenamientos gendémicos que afectaban a una regién
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proximal de hTERT, incrementando tanto su expresion como la actividad de la telomerasa
en respuesta a la sobreexpresion del gen MYC (Peifer et al., 2015). Chiba y cols. obser-
varon que las mutaciones en el promotor de hTERT contribuian a la tumorigénesis, pro-
moviendo la inmortalizacion y la inestabilidad gendmica en varias muestras de glioblas-
tomas analizadas (Chiba et al., 2017). Las mutaciones en el promotor de TERT estan
consideradas como la principal alteracion genética que provoca la sobreexpresion de esta
subunidad de la telomerasa. Sin embargo, el grupo de Lee analiz6 mas de 1.300 tumores
humanos y determind que, aproximadamente, la mitad de estos tumores (entre los que se
incluyen tumores colorrectales) mostraban una regién hipermetilada cercana al promotor
de TERT (region denominada TERT hypermethylated oncological region o THOR, en
inglés), que favorecia su expresion. Estos resultados ponen de manifiesto que la hiperme-
tilacion de la region THOR es un evento frecuente en los tumores que reactivan la telo-
merasa (Lee et al., 2019).

Como se ha demostrado, la reactivacion de la telomerasa se puede deber tanto a mu-
taciones o metilaciones que afecten al promotor de la subunidad catalitica, como a reor-
denamientos génicos y amplificaciones que impliquen a hTERT y a oncogenes relaciona-

dos con su activacion (como MYC).

Sin embargo, se han identificado diferentes tumores sin ningun tipo de TMM. Los
autores han intentado explicar este fendmeno desde el punto de vista de la ausencia de
presion selectiva. En algunos neuroblastomas iniciados en edades tempranas, se ha ob-
servado que las células cuentan con telémeros lo suficientemente largos como para abor-
dar los sucesivos ciclos de division celular que acompafian al proceso de tumorigénesis,
sin necesidad de tener que elongar las secuencias teloméricas. También se han definido
alteraciones genéticas en estas células capaces de permitir su escape del estado de crisis
replicativas (Nassour et al., 2021).

Por tanto, si las células son capaces de sobreponerse al acortamiento critico de los
telomeros que desencadena la activacion de la senescencia y de la crisis replicativa vy,
ademas, consiguen desarrollar algin mecanismo que les permita mantener una longitud
telomérica adecuada que solvente la inestabilidad gendmica desencadenada por este acor-
tamiento telomérico (principalmente, mediante la reactivacion de la telomerasa), habran

adquirido una capacidad proliferativa ilimitada que favorezca el desarrollo tumorigénico.
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La reactivacion de la enzima telomerasa constituye un evento esencial en las células
tumorales para poder estabilizar la longitud de sus telomeros. No obstante, se han esta-
blecido 3 hipdtesis que intentan explicar la fase del proceso tumorigénico en la que las
células reactivan la enzima (Figura 1.11) (Kumar et al., 2016). El concepto de reactiva-
cion en etapas tempranas de la tumorigénesis establece que la reactivacion de la actividad
enzimatica ocurre al inicio del proceso carcinogénico, inducida por mutaciones en el pro-
motor de hTERT o por la pérdida de mecanismos que regulen negativamente la telome-
rasa, provocando que la actividad telomerasa sea elevada en los siguientes estadios de la
progresion tumoral. Una segunda posibilidad considera que los tumores pueden derivar
de células madre/progenitoras, las cuales presentan actividad telomerasa; por tanto, de
acuerdo con esta segunda hipotesis, el proceso tumorigénico se desarrollaria con la inter-
vencion de células que son positivas para la enzima desde su inicio. Por ultimo, la hipé-
tesis mas plausible en tumores sélidos es la que indica que la telomerasa se reactiva en

etapas avanzadas de la progresion tumoral (Kumar et al., 2016).
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Figura 1.11.- Hipotesis sobre la reactivacion de la telomerasa durante la tumorigénesis. Adap-
tado de Kumar et al., 2016.
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1.2. CANCER COLORRECTAL

1.2.1. INCIDENCIA'Y FACTORES DE RIESGO DEL CCR

Los ultimos datos recogidos en la base GLOBOCAN, en el afio 2020, indican que el
Cancer Colorrectal (CCR) presenta una incidencia del 10% y una mortalidad del 9,4% en
hombres y mujeres. En hombres, la incidencia y mortalidad se sitGan en valores similares,
siendo del 10,6% y 9,3%, respectivamente. Para las mujeres, la incidencia baja minima-
mente, fijdndose en el 9,4%, aunque la mortalidad aumenta hasta el 9,5% (Sung et al.,
2021).

Los factores de riesgo que pueden desencadenar la aparicién de CCR son multiples,
si bien se fundamentan mayoritariamente tanto en los antecedentes médicos personales y

familiares como en el estilo de vida del individuo (Sawicki et al., 2021).

e Antecedentes médicos personales y familiares.

o Historial genético familiar.

Un historial familiar de casos de CCR incrementa el riesgo de desarrollo de este tipo
tumoral, dependiendo de la distancia generacional y edad del diagnostico, el nimero de
familiares afectados, y el desarrollo de otros tipos de tumores por parte de los familiares.
Existen estudios que demuestran que los individuos con familiares en primer grado (pa-
dres, hermanos o hijos) que desarrollan CCR, ven incrementado en dos veces su riesgo
para desarrollar la enfermedad. Ademas, entre el 2 y el 8% de los CCRs suponen sindro-
mes hereditarios que predisponen a los sujetos a desarrollarlo, como son el cancer colo-
rrectal hereditario no poliposico (hereditary nonpolyposis colorectal cancer o HNPCC,
en inglés) o sindrome de Lynch, y la poliposis adenomatosa familiar (familial adenoma-
tous polyposis coli o FAP, en inglés). El HNPCC y la FAP se caracterizan por mutaciones
en genes que intervienen en la reparacion del ADN (genes MHL1 y MSH2) y en la regu-

lacion de la proliferacion celular (gen APC) (Sawicki et al., 2021).

51



Introduccion

o Enfermedades intestinales inflamatorias (Enfermedad de Crohn y colitis

ulcerativa).

Este tipo de patologias constituyen el tercer factor de riesgo para el desarrollo de CCR,
por detras del HNPCC y la FAP. Se caracterizan por una inflamacion crénica descontro-
lada del tracto gastrointestinal promovida por alteraciones en el sistema inmunitario. Este
estado de inflamacion permanente promueve el crecimiento y progresion tumoral, por lo

que incrementa entre dos y seis veces el riesgo de padecer CCR (Sawicki et al., 2021).

o Pdlipos coldnicos.

Los pélipos coldnicos son lesiones neoplasicas precancerosas provocadas por un cre-
cimiento anormal del tejido que conforma la mucosa del colon. Los pdlipos se clasifican
en neoplasicos (adenomatosos) y no neoplasicos, siendo los primeros los mas importantes
por su potencial para transformarse en malignos (el 95% de los tumores colorrectales
proceden de pdlipos adenomatosos, aunque sélo el 5% de los pdlipos dan lugar a esta
enfermedad) (Sawicki et al., 2021).

o Diabetes Mellitus.

Los sujetos que padecen este desorden metabdlico tienen entre el doble y el triple de
veces de riesgo de desarrollar CCR, en comparacion con la poblacion no diabética. Entre
las causas asociadas, cabe citar el incremento en la concentracion de insulina, relacionada
con la proliferacion y reduccion de la muerte celular. La diabetes también genera un es-
tado inflamatorio crénico que aumenta la sintesis de citoquinas relacionadas con la tumo-

rigénesis, como son TNF-a e IL-6 (Sawicki et al., 2021).
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e Estilo de vida.

o Dieta.

La composicion de la dieta es el principal factor de riesgo ambiental para el desarrollo
del CCR. La aparicion de este tipo de tumores se incrementa con los habitos alimenticios
poco saludables, como son un elevado consumo de carne roja y carne procesada (contie-
nen compuestos toxicos, generados a partir de los procesos de elaboracidn), asi como una
dieta baja en fibra (la fibra reduce el tiempo de contacto entre las sustancias carcinogéni-
cas y la mucosa intestinal, y las diluye al favorecer la entrada de agua en el intestino),
bajo consumo de frutas y verduras (contienen compuestos con accion antioxidante y an-
tiinflamatoria), reduccion en el consumo de calcio (tiene la capacidad de unirse a las sales
biliares secundarias y &cidos grasos, reduciendo su potencial tumorigénico, asi como de
inhibir la proliferacion e inducir apoptosis) y bajos niveles de vitamina D (favorece la
absorcion del calcio ingerido en la dieta y reduce la expresion de genes implicados en

proliferacion y diferenciacion celular) (Sawicki et al., 2021).

o Tabaco y alcohol.

Los individuos fumadores incrementan su riesgo de padecer CCR en 2-3 veces, de-
bido a la elevada cantidad de compuestos carcinogénicos que contiene el humo del tabaco
(N-nitrosaminas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, aldehidos o metales, entre otros),
capaces de dafiar el ADN. También, el alcohol aumenta la probabilidad de desarrollar
CCR entre un 20-40%, en base a la cantidad diaria consumida. EI metabolismo del etanol
produce especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, acetaldehido (metabolito primario

del etanol) y reduce la expresion de genes supresores tumorales (Sawicki et al., 2021).

o Obesidad.

La obesidad supone un aumento entre el 20% y el 50% de sufrir CCR en mujeres y

hombres, respectivamente. La capacidad endocrina del tejido adiposo tiene un papel
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crucial en la regulacion de la ingesta calorica y la respuesta inflamatoria, ya que la acu-
mulacién excesiva de grasa provoca la secrecion de diferentes factores (TNF-a ¢ inter-
leuquinas) que estimulan la proliferacion celular, reducen la apoptosis y promueven el

estrés oxidativo (Sawicki et al., 2021).

e Otros factores de riesgo.

o Microbiota intestinal.

Actualmente se considera que la composicion de la microbiota intestinal constituye
un factor de riesgo importante para el desarrollo de CCR. La alteracion del microbioma
puede causar la secrecion de diversas sustancias que provocan dafio en el ADN, alteracion

del ciclo celular y estimulacion de la respuesta inmunitaria (Sawicki et al., 2021).

1.2.2. PATOGENESIS DEL CCR

Los tumores colorrectales son heterogéneos desde un punto genético, y pueden desa-
rrollarse a través de diversas vias. Las mas estudiadas son la via de la inestabilidad cro-
mosoémica (chromosome instability o CIN, en inglés), también conocida como via supre-
sora; la via del fenotipo mutador o de inestabilidad en microsatélites (microsatellite ins-
tability o MSI, en inglés) y la via que da lugar a las neoplasias serradas (Nguyen et al.,
2020).

e Viade inestabilidad cromosémica (CIN).

Esta ruta tumorigénica se puede detectar en el 65-75% de los tumores colorrectales
esporadicos, y se caracteriza por alteraciones en el nimero de copias de ciertos genes
como consecuencia de procesos de aneuploidias, deleciones, inserciones, amplificaciones

o0 pérdidas de heterozigosidad. Estas anomalias en el cariotipo suelen verse acompafiadas
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de mutaciones inhibidoras en los genes supresores tumorales APC y TP53, asi como mu-

taciones en genes activadores u oncogenes, como KRAS y PIK3CA (Nguyen et al., 2020).

La pérdida de funcion de APC parece ser el inicio del proceso tumoral, tal y como se
demostrd en 1992 por el grupo de Powell y cols., al analizar 41 tumores colorrectales y
observar que més del 60% de estos presentaban mutaciones en APC en las etapas tempra-
nas del desarrollo tumoral (Powell et al., 1992). En ausencia de Wnt, APC forma un
complejo multiproteico que fosforila y degrada a la B-catenina, impidiendo que acceda al
nucleo y actie como factor de transcripcion para regular la expresion de multiples genes
implicados en proliferacion celular (Salahshor & Woodgett, 2005). Por estas razones, la
via Wnt est4 activada practicamente en la totalidad de los tumores CIN y se detectan
mutaciones en APC en, aproximadamente, el 80% de estos tumores (Cancer Genome
Atlas Network, 2012).

Las mutaciones en KRAS también suelen ocurrir durante las primeras etapas del desa-
rrollo tumoral, como asi se observo 2008 por parte del grupo de Santini, tras analizar méas
de 100 muestras tumorales de pacientes afectados de CCR (Santini et al., 2008). La pro-
teina KRAS pertenece a la familia de las proteinas Ras, activadoras de la ruta Raf-MEK-
ERK, dando como resultado la fosforilacion de diversos factores que promueven la pro-
gresion del ciclo celular (Pruitt & Der, 2001). Las mutaciones en KRAS pueden ir acom-
pafiadas de otras que afectan al gen PIK3CA, apareciendo en el 10-20% de tumores colo-
rrectales, en fases avanzadas durante la transicion adenoma-carcinoma (Samuels et al.,
2004). El producto de PIK3CA es una de las subunidades cataliticas que componen la
proteina PI3K, necesaria para la sintesis de mensajeros intracelulares que regulan la pro-
liferacion, supervivencia y diferenciacion celular (Katso et al., 2001). Por tanto, la acti-
vacion de los oncogenes citados tendrd un efecto promotor en el inicio y progresion de

los carcinomas colorrectales.

El gen TP53 se encarga de regular la transcripcién de genes vinculados con la repa-
racion del ADN vy la respuesta celular al estrés oxidativo (Aubrey et al., 2016). Esto lo
coloca como el gen mas comunmente mutado en la mayoria de los tumores, incluidos los
colorrectales. Un meta-analisis con méas de 3.500 pacientes afectados de CCR establecio
que TP53 presentaba mutaciones en el 42% de los casos, relacionandose con estadios de
Dukes avanzados (Russo et al., 2005). También se ha observado que el tratamiento de
lineas celulares de cancer de colon con ARNs de interferencia frente a MDM2 (inhibidor
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de p53) induce la parada del ciclo celular, lo que demostraria el papel de p53 en la regu-

lacidn de la proliferacion y division celular (Shangary et al., 2008).

En 2011, se analizaron los niveles circulantes del mi-ARN miR-125b en pacientes
afectados de CCR, y se observé que una mayor expresion de este mi-ARN se correlacio-
naba con un tamafio e invasion superiores. Estos resultados se explican porque miR-125b
se encarga de inhibir a p53, impidiendo que este pueda ejercer su papel antioncogénico
(Nishida et al., 2011). En lineas celulares tumorales de colon, como las HTC116, a las
que se les habia eliminado el gen TP53 mostraban un incremento en los niveles de la
proteina Axina 2, que participa en la activacion de la via Wnt. Una mayor expresion de
Axina 2 en células de la linea HTC116 sin TP53, en comparacién con los niveles detec-
tados en las células wild type, sugiere una relacion entre TP53 y procesos de transicion
epitelio-masénquima o EMT (epitelial-mesenchymal transition, en inglés), vinculados

con la desregulacion de la via Wnt (Kim et al., 2013).

Los experimentos del grupo de Zhou y cols., realizados también en lineas celulares
tumorales de colon, demostraron que la proteina MNAT1 es capaz de unirse a p53 y pro-
mover su degradacion a través del proteosoma. Esta degradacion favorece la proliferacion

y crecimiento celular en las lineas celulares analizadas (Zhou et al., 2018).

e Viadel Fenotipo Mutador o de inestabilidad de microsatélites (MSI).

Esta via de patogénesis del CCR se caracteriza por la aparicion de mutaciones el ge-
noma, fundamentalmente localizadas a nivel de las secuencias repetidas en tandem cono-
cidas como microsatélites. El mecanismo molecular se debe a fallos en el sistema de re-
paracion de errores de replicacion (sistema MisMatch repair system 0 MMR, en inglés).
Las células que integran este tipo de tumores son incapaces de detectar y reparar los erro-
res producidos durante la replicacion del ADN, favoreciendo su mantenimiento y adqui-
riendo nuevas mutaciones en sucesivos ciclos de division celular, lo que desencadena un

fenotipo mutador (Nguyen et al., 2020).

El analisis de 25 tumores colorrectales desarrollados mediante la via MSI determiné
que 13 de ellos presentaban mutaciones que implicaban a los genes del mecanismo MMR
MLH1y MSH2 (Mensenkamp et al., 2014). Nowak y cols. realizaron un estudio en méas
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de 243 pacientes afectados de CCR, estando 10 de ellos relacionados con el sindrome de
Lynch. En 7 de estos 10 casos se detectaron mutaciones que afectaban a los principales
genes que componen el mecanismo MMR, como son MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (No-
wak et al., 2017).

En los tumores MSI, el gen APC también aparece afectado en un 35-50% de casos,
por lo que existe un evento inicial en la formacién de los adenomas que comparten los
tumores MSI y CIN (Nguyen et al., 2020).

La via MSI se detecta en, aproximadamente, el 12-15% de los tumores colorrectales
esporadicos y en la practica totalidad de los que se desarrollan en pacientes con el sin-
drome de Lynch (Parine et al., 2016).

e Neoplasias serradas.

Los pélipos serrados, definidos como un conjunto heterogéneo de lesiones, son los
responsables del inicio de, aproximadamente, el 15% de los tumores colorrectales (Ngu-
yen et al., 2020). El desarrollo tumoral mediante este mecanismo se caracteriza por la
activacion de BRAF, que participa en la via de las MAPK: un estudio realizado por el
grupo de Rosenberg indico que este gen presentaba mutaciones en el 60% de estas lesio-
nes, en comparacién con el 3% que se detectd en polipos no serrados (Rosenberg et al.,
2007). De manera adicional, el hecho de que BRAF se encuentre mutado en un amplio
porcentaje de las neoplasias serradas, pero no en los adenomas generados por otras vias,
es un indicio de que los polipos serrados constituyen una via adicional de desarrollo tu-
moral (Kambara et al., 2004).

Otra de las rutas que aparece alterada en los polipos serrados es la de Wnt, aunque en
este caso se cree que su origen no tiene relacién con mutaciones inhibidoras de APC, sino
que puede deberse a mecanismos alternativos que estimulen dicha via de sefializacién
(Borowsky et al., 2017).

La tumorigénesis a través de polipos serrados también se caracteriza por una elevada
metilacion de islas CpG (regiones ricas en citosina y guanina que se suelen localizar en
regiones promotoras de numerosos genes), lo que da lugar al llamado fenotipo metilador

de islas CpG o CIMP (CpG island methylation phenotype, en inglés) (Nguyen et al.,
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2020). Uno de los genes afectados por esta metilacion, y que participa en esta via neopla-
sica, es MHL1. Su promotor es metilado por la accion de BRAF, lo que conduce a su
silenciamiento génico (Fang et al., 2014).

1.2.3. PAPEL DE LA DISFUNCION TELOMERICA EN EL DESARROLLO
DEL CCR

Existen numerosos trabajos que tratan acerca de la importancia que puede tener la
disfuncion telomérica, desencadenada por un acortamiento critico de los tumores, en el

inicio y evolucion del CCR.

La existencia de mutaciones en determinados aminoacidos de la proteina TPP1 im-
pide que pueda interaccionar correctamente con TINZ2, por lo que tanto la estructura pro-
tectora de los telémeros como el reclutamiento de la telomerasa hacia las regiones telo-
méricas se ven comprometidos. Estas alteraciones generan, en células de la linea tumoral
de colon HCT116, un acortamiento telomérico y un incremento en su capacidad prolife-
rativa, siendo un indicativo de que la disfuncion telomérica observada promueve el desa-
rrollo de estas células tumorales (Li et al., 2018). Cleal y cols. demostraron, también en
células de la linea HCT116, que los eventos de fusidn teloméricos, caracteristicos de unos
telomeros disfuncionales, solo se producen en ausencia de p53. En su trabajo, observaron
que el mecanismo de reparacién del ADN mediante NHEJ, que se activa ante situaciones
de acortamientos teloméricos criticos, s6lo permite a las células evadir la crisis replicativa

si son deficientes en p53 (Cleal et al., 2019).

Un trabajo publicado en 2019 por Li y cols. recogi6 los resultados obtenidos tras el
tratamiento de diversas lineas celulares de cancer de colon (lineas HCT116 y LoVo) con
un medio condicionado en el cual sido cultivadas células medre mesenquimales proce-
dentes de tumores colorrectales. Estos resultados indicaron que, al inducir dafio en el
ADN mediante el tratamiento de las células con doxorrubicina, las células que habian
estado en contacto con el medio condicionado reducian sus niveles de senescencia (menor
expresion de TP53 y p21) y veian incrementado su potencial proliferativo. Ademas, las
células tumorales sometidas a dicho tratamiento fueron inyectadas en ratones, originando

tumores de tamafio superiores en comparacion con el grupo control. Estas observaciones
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revelan que un funcionamiento incorrecto de las vias de senescencia permite la progresion

tumoral en células cancerosas de colon (Li et al., 2019).

Por ultimo, nuestro grupo de investigacion también ha demostrado que el acorta-
miento telomérico puede actuar como supresor tumoral si los mecanismos de senescencia
funcionan correctamente. En tumores colorrectales, la expresion de factores implicados
en senescencia, como p53, esta incrementada con respecto a los tejidos no tumorales.
Ademas, el acortamiento de los telomeros en este tipo tumoral confiere un mejor pronds-
tico clinico a los pacientes afectados de CCR (Fernandez-Marcelo et al. 2012; Fernan-
dez-Marcelo et al., 2016).

La proliferacion de las células epiteliales del colon provoca que los telomeros se acor-
ten gradualmente con cada proceso de division celular. En el caso de que las vias encar-
gadas de detectar este acortamiento telomérico no funcionen adecuadamente (por ejem-
plo, por mutaciones en genes como TP53 o elementos del complejo MMR), se favorece
un escenario caracterizado por fusiones teloméricas y demas eventos relacionados con
inestabilidad genémica. Fruto de esta inestabilidad gendmica puede producirse la reacti-
vacion de la telomerasa (principalmente, mediante la expresion de hTERT), que permitira
a las células poder dividirse de manera ilimitada y favorecer la progresion tumoral (Fi-
gura 1.12) (Bertorelle et al., 2014). En Cancer Colorrectal, se ha descrito que la reacti-
vacion de la telomerasa ocurre durante la transicion adenoma-carcinoma (Figura 1.13)
(Baichoo & Boardman, 2014).
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Figura 1.12.- Modelo de la interaccion telémeros/telomerasa en la carcinogénesis Colorrec-
tal. Adaptado de Bertorelle et al., 2014.
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Figura 1.13.- Acortamiento telomérico y reactivacion de telomerasa en Cancer Colorrectal.
Adaptado de Baichoo & Boardman, 2014.

Todas estas investigaciones ponen de manifiesto el comportamiento dual de la dis-
funcién telomérica en el inicio y desarrollo del CCR, estando supeditado al correcto fun-

cionamiento de las vias de senescencia celulares. Si estos mecanismos son capaces de
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actuar de manera eficaz, un acortamiento critico de los telomeros servira de control frente
al crecimiento celular ilimitado. Si, por el contrario, los elementos que participan en la
senescencia y muerte celular son defectuosos, la erosion telomérica originada por las di-
ferentes divisiones celulares conducira a la aparicion de inestabilidad genémica, dando
como resultado alteraciones genéticas que pueden otorgar a las células la capacidad de
poder dividirse de manera incontrolada y adquirir caracteristicas propias de la malignidad

tumoral.

1.3. TEJIDO ADIPOSO

13.1 TEJIDO ADIPOSO VISCERAL Y TEJIDO ADIPOSO SUBCUTA-
NEO: CARACTERISTICAS METABOLICAS Y FUNCIONALES

La distribucion local del tejido adiposo constituye una caracteristica indicadora, tanto
del riesgo cardiovascular como metabolico. Los dos principales depdsitos de tejido adi-
poso en el organismo son los tejidos adiposos viscerales (TAV) y los tejidos adiposos
subcutaneos (TAS) (Sam, 2018).

El tejido adiposo subcutaneo representa el principal depdsito para la acumulacion de
grasas (triglicéridos) en situaciones en las que la ingesta caldrica supera el gasto energé-
tico, localizandose principalmente en las regiones del abdomen, espalda y gluteofemoral.
Cuando el tejido adiposo de estas localizaciones excede su capacidad de almacenamiento,
debido a una incapacidad para generar nuevos adipocitos, comienza a acumularse en zo-
nas externas, formandose el tejido adiposo visceral, alrededor de los drganos situados en
las regiones mesentéricas y omentales (Ibrahim, 2010).

Los adipocitos constituyen el principal componente celular del tejido adiposo, sir-
viendo como almacén de energia en forma de triglicéridos. Ademas, también liberan di-
ferentes hormonas y otras moléculas que convierten al tejido adiposo en un 6rgano endo-
crino y paracrino, afectando a diferentes funciones como el apetito, balance energético,

angiogénesis o inmunidad.

Los adipocitos que componen el tejido adiposo visceral y el subcutaneo difieren en

varios aspectos de su morfologia y de su metabolismo. El tamafio de los adipocitos
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localizados en el tejido adiposo visceral es superior al de los adipocitos que integran el
tejido adiposo subcutaneo (Ibrahim, 2010). Con respecto a la produccion y secrecion de
adipoquinas y otras citoquinas que participan en el metabolismo y en la inflamacion, el
tejido adiposo subcutaneo se relaciona con una mayor liberacion de leptina y adiponec-
tina, asi como de citoquinas antiinflamatorias como 1L-10. Por su parte, el tejido adiposo
visceral se vincula con la secrecion de moléculas inflamatorias como TNF-o, IL-6 y la
proteina C reactiva (Zhaet al., 2009; Lee et al., 2013). Ademas, el tejido adiposo visceral
muestra una mayor resistencia a la insulina que el subcutaneo, debido a dos motivos:
incremento en la liberacion de acidos grasos y glicerol hacia el sistema porta-hepatico
(altera las vias de sefializacion de la insulina), y menor lipogénesis y acumulacion de
lipidos (Bodis & Roden, 2018).

Aunque los adipocitos ocupan la mayor parte del volumen del tejido adiposo, Unica-
mente suponen el 50% de la fraccidn celular de este tejido. El resto lo constituyen fibro-
blastos y células precursoras derivadas del tejido adiposo o ASCs (adipose-derived stem
cells, en inglés) (Koenen et al., 2021). El tejido adiposo también se caracteriza por la
presencia de células del sistema inmunitario, principalmente macréfagos y linfocitos. El
recuento de estas células es superior en el tejido adiposo visceral, favorecido por un in-
cremento en los niveles de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas como MCP-1
(Bruun et al., 2005; Harman-Boehm et al., 2007).

1.3.2 REMODELACION DEL TEJIDO ADIPOSO Y OBESIDAD

La obesidad se define como un estado de acumulacion excesiva de masa grasa. Segun
los actuales estudios poblacionales, un individuo se considera con obesidad si presenta
un valor de Indice de Masa Corporal (IMC) igual o superior a 30 kg/m? (Schwartz et al.,
2017).

Se ha demostrado que la primera opcidn del tejido adiposo para hacer frente al exceso
de nutrientes es la hipertrofia (aumento en el tamafio celular). Cuando los adipocitos su-
peran un tamafio critico, se recurre a la hiperplasia (aumento en el numero de células)

para intentar recuperar las funciones metabdlicas (Spalding et al., 2008).
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En ratones, se ha observado que una dieta alta en grasas estimula el crecimiento del
tejido adiposo visceral mediante hipertrofia, mientras que la expansion del tejido adiposo
subcutaneo ocurre a través de la hiperplasia. Estos experimentos ponen de manifiesto un
comportamiento diferente en cuanto al proceso de expansion de ambos tejidos adiposos
(Joe et al., 2009). El grupo de Baglioni, en 2012, analiz0 la capacidad de expansion de
células ASCs procedentes de muestras humanas de TAV'y TAS. Las células ASCs de los
TAS mostraron un mayor ratio de proliferacion in vitro, apoyando la teoria de que este
tipo tisular presenta una mejor respuesta ante un aumento de la ingesta calorica mediante

la hiperplasia (Baglioni et al., 2012).

El tamafio de los adipocitos influye en su metabolismo y en el desarrollo de enferme-
dades relacionadas. Los resultados experimentales de Wueest demostraron que los adipo-
citos procedentes de TAV de ratones incrementaban su capacidad de lipolisis cuanto ma-
yor era su tamafio (hipertrofia) (Wueest et al., 2009). Por su parte, el grupo de Roberts
analizd biopsias de TAS de mas de 50 pacientes, detectandose que los adipocitos de me-
nor tamario se relacionaban con una mejor sensibilidad a la insulina, independientemente
del IMC de los sujetos evaluados (Roberts et al., 2009).

El proceso de adipogénesis (formacion de nuevos adipocitos) comprende una amplia
variedad de vias y moléculas. Entre las mas importantes se encuentra la via Wnt, que
inhibe la adipogénesis y favorece la diferenciacion hacia un linaje osteoblastico (Longo
et al., 2019). Para que las células progenitoras puedan dar lugar a adipocitos, la proteina
DKK1 juega un papel crucial, actuando como antagonista de Wnt al unirse a su mismo
receptor e induciendo la diferenciacion hacia preadipocitos (Christodoulides et al.,
2009).

El fenotipo de resistencia a la insulina e inflamacion que acompafia a los sujetos obe-
sos cuyos tejidos adiposos (principalmente, subcutaneo) han perdido la capacidad de ex-
pansion, puede explicarse por una inactivacion defectuosa de la via Wnt provocada por
la reduccion en los niveles de expresion de DKK1, como asi se demostrd en 2012 con los
experimentos de Gustafson y cols. en muestras humanas de TAS (Gustafson & Smith,
2012).

La inflamacion propia de la condicion de obesidad esta4 desencadenada por diversos
factores, entre los que se encuentran moléculas procedentes tanto de la dieta (acidos gra-

sos) como de la microbiota intestinal (lipopolisacaridos), aunque también por la hipoxia
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generada y por la muerte de células que componen estos tejidos. Este estado inflamatorio
se origina por la movilizacion e infiltracion de células del sistema inmunitario, principal-
mente macrofagos (Reilly & Saltiel, 2017). Se estima que la presencia de estas células
en los tejidos adiposos de individuos obesos puede ser del 50%, en comparacion con el
10% observado en sujetos con normopeso (Weisberg et al., 2003). No obstante, la fun-
cion y el efecto que los macrofagos pueden tener en este ambiente tisular depende de su
fenotipo: macréfagos M1 o pro-inflamatorios (caracterizados por la secrecion de citoqui-
nas inflamatorias y vinculados con resistencia a la insulina), y macrofagos M2 o anti-
inflamatorios (produccion de moléculas relacionadas con sensibilidad a la insulina y re-

duccién de la inflamacion) (Castoldi et al., 2016).

Los resultados obtenidos por el grupo de Lacasa, tras el tratamiento de células pre-
cursoras de adipocitos con productos secretados por macrofagos, indicaron una reduccién
dréstica en la diferenciacion de estas células progenitoras hacia adipocitos. Entre las mo-
léculas liberadas por los macrofagos se encuentra el factor NF-xB, que reduce la expre-
sion de uno de los principales genes implicados en la adipogénesis, como es PPARy2
(Lacasa et al., 2007). Del mismo modo, Esteve y cols. establecieron que el tratamiento
de células Mscal+ (precursores de adipocitos) con citoquinas propias de células inmuni-
tarias, como son TNFa, IFNy e IL-17, disminuye la capacidad de adipogénesis y mantiene
a estas células Mscal+ en un estado no diferenciado de manera permanente (Esteve et
al., 2015).

1.4. OBESIDAD, TEJIDO ADIPOSO Y CANCER COLORREC-
TAL

La obesidad constituye un factor de riesgo para el desarrollo de diferentes tipos de
tumores, entre los que se incluye el CCR. Se consideran tres factores que vinculan la
obesidad con el riesgo de cancer colorrectal: el eje insulina-IGF-1, las hormonas sexuales
y las citoquinas derivadas del tejido adiposo o adipoquinas (especialmente, la leptinay la
adiponectina). Cada uno de estos tres factores se encuentra intimamente ligado con una
desregulacién endocrina y paracrina del tejido adiposo en individuos con obesidad (Park
et al., 2014).
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Durante la tumorigénesis, ademas de los fibroblastos y macrofagos asociados a tumo-
res, los adipocitos constituyen otro de los principales componentes del estroma tumoral,
puesto que actian como un 6rgano endocrino que libera adipoquinas, citoquinas proin-
flamatorias o factores proangiogénicos, capaces de contribuir con el crecimiento tumoral
y con la metastasis. Entre las adipoguinas mas relevantes que vinculan la obesidad con el

desarrollo de CCR se encuentran la leptina y la adiponectina (Park et al., 2014).

La leptina estimula la proliferacion e inhibe la apoptosis en lineas celulares de cancer
de colon (linea HT-29) mediante la activacion de los factores JAK2, PI3K y JNK, lo que
desencadena la transcripcion de diversos elementos oncogénicos (como STAT3) (Ogun-
wobi & Beales, 2007). Un estudio publicado en 2012 por el grupo de Wang recoge los
resultados recopilados a partir de 108 muestras de pacientes afectados de CCR, los cuales
indicaron que una mayor expresion tanto de leptina como de su receptor Ob-R se corre-
lacionaba con un incremento en la invasion local y distal del tumor. Ademas, este mismo
trabajo demostro que el tratamiento con leptina de células procedentes de la linea celular
de carcinoma de colon HCT-116 aumenta la proliferacion e inhibe la apoptosis de estas
células, posiblemente a través de la estimulacién de la via PI3BK/Akt/mTOR (Wang et
al., 2012).

Por su parte, la adiponectina parece actuar como represor frente al CCR. Esta adipo-
quina, en las lineas celulares de cancer de colon HCT116 y HT29, inhibe la proliferacion.
La adiponectina detiene el ciclo celular mediante la expresion de p21, y activa AMPK
(Kim et al., 2010). En ratones deficientes para el gen de la adiponectina, la formacién de
polipos y lesiones precancerigenas se ve aumentada entre dos y tres veces con respecto a
ratones capaces de sintetizar esta molécula, sugiriendo que la adiponectina ejerce su

efecto protector al impedir la activacion de la via Akt (Mutoh et al., 2011).

Otra de las alteraciones metabolicas relacionadas con la obesidad y que promueve la
tumorigénesis es la hiperinsulinemia. En 2014, un trabajo publicado por el grupo de Kush-
linskii, indico que los niveles séricos de IGF-1 (insulin-like growth factor 1, en inglés) y
de IGFBP- 2 (IGF-binding protein 2, en inglés) eran superiores en pacientes afectados de
CCR, con respecto a los detectados en individuos sin esta patologia (Kushlinskii et al.,
2014). La activacion del receptor IGF-1 activa diversos mecanismos vinculados con cre-
cimiento, proliferacion y supervivencia celular. La insulina tiene la capacidad de activar

el receptor de IGF-1, por lo que los niveles elevados de esta hormona (hiperinsulinemia),
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que suelen acompafiar a la condicion de obesidad, son un elemento mas que contribuye a

la oncogénesis (Sandhu et al., 2002).

El papel de los adipocitos en la progresion tumoral también se ha definido para otros
tipos de céanceres. Los experimentos del grupo de Park permitieron identificar a la en-
dotrofina, producto de la escision del coldgeno V1 sintetizado por adipocitos, como una
de las responsables de la EMT en lesiones tumorales de mama (Park & Scherer, 2012).
En cancer de ovario, se ha demostrado que los adipocitos son capaces de promover el
rapido crecimiento de las células tumorales al servir como fuente de nutrientes (lipidos)
y favorecer la metastasis hacia regiones omentales a través del efecto quimiotactico que
ejerce citoquina IL-8, secretada por los adipocitos, sobre las células cancerigenas (Nie-
man et al., 2014).

Los adipocitos asociados al cancer, denominados CAA (cancer-associated adipo-
cytes, en inglés), muestran alteraciones morfoldgicas y funcionales durante la progresién
del tumor, que no so6lo afectan a los patrones de expresion de adipoquinas. Entre estas
modificaciones se incluyen la disminucion en su contenido lipidico y el incremento en
los patrones de expresion de metaloproteasas (MMP-11) y citoquinas proinflamatorias
(entre ellas, IL-6). Estos cambios metabolicos adquiridos por los adipocitos tienen una
influencia importante en la capacidad de progresién e invasion del tumor (Dirat et al.,
2011).

Los CCAs también participan en la formacion y evolucion tumoral al favorecer la
supervivencia y proliferacion de las denominadas células madre del cancer o CSC (can-
cer-stem cells, en inglés). El grupo de Chen y cols. recoge en su trabajo de 2015 un me-
canismo de retroalimentacion entre las células tumorales de colon y las células ASC cul-
tivadas conjuntamente. Las células ASC inducen en las células tumorales la expresion de
genes relacionados con procesos de EMT, como ZEB1 o Snail. Por su parte, las células
tumorales provocan en las células ASC la liberacion de citoquinas y factores relacionados
con metastasis, los cuales incluyen FGF10 o VEGFC (Chen et al., 2015).

Se ha comprobado que las ASC que componen los TAV son capaces de promover la
metastasis (expansion de las células metastasicas CD44v6+) en los tumores colorrectales
mediante la secrecion de citoquinas como la IL-6 o el factor de crecimiento de hepatocitos
(hepatocyte growth factor o HGF, en inglés). Ademas, se ha observado que la interaccion

entre las ASC y las células tumorales de colon induce en las Gltimas una reduccion en la
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expresion del micro ARN miR-200a, relacionado con la inhibicion de la capacidad inva-

siva de estos tumores (Di Franco et al., 2021).

Los estudios actuales que recogen los resultados acerca de la funcién telomérica de
los tejidos adiposos se basan, principalmente, en como se ve afectada por el aumento en
el IMC y el desarrollo de la obesidad. Tras analizar 72 muestras de TAS procedentes de
pacientes obesos y no obesos, el grupo de Moreno-Navarrete observé que la longitud
telomérica de estos tejidos adiposos era inversamente proporcional al IMC de los indivi-
duos de los que procedian (Moreno-Navarrete et al. 2010). Otro estudio con mas de 20
muestras, en este caso, de TAV, mostrd que el tamafio de los telomeros era inferior cuanto
mayor era el valor del IMC de los sujetos analizados, ademéas observarse un incremento
en el proceso de fibrosis para mayores valores de IMC (indicativo de la disfuncién de este

tejido) (el Bouazzaoui et al., 2014).

Con respecto a la actividad telomerasa, las células que conforman el tejido adiposo
gue mayor se relacionan con esta enzima son las células ASC, por su capacidad para
renovacion y proliferacion de este tejido. Carter y cols. analizaron los niveles de hTERT
y la actividad telomerasa en células ASC procedentes de TAS tanto de individuos obesos
como de sujetos con normopeso. Las células precursoras adiposas de los individuos con
obesidad mostraron mayores niveles tanto de la enzima como de su actividad enzimatica,
con respecto a las células ASC de los sujetos con normopeso (Carter et al., 2014). La
induccién en ratones hacia un fenotipo obeso mediante una dieta alta en grasas incre-
menta, en el tejido adiposo visceral, los niveles de expresion de la subunidad catalitica de
la telomerasa y de proteinas del complejo Shelterin relacionadas con esta enzima, como
POT1. También se ha observado que la expresion de estos genes se correlaciona positi-

vamente con marcadores de inflamacién como MCP1y TNF-o (Bloom et al., 2020).

Tal y como indica la bibliografia, tanto la longitud telomérica como la actividad telo-
merasa de los tejidos adiposos son indicativos del proceso de expansion de estos tejidos.
Por lo tanto, el posible papel que puede tener la funcion telomérica en el desarrollo del
CCR sera el reflejo de la implicacién que tendra la obesidad sobre este tipo de tumores,

como se ha comentado en los parrafos anteriores.
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Hipotesis y objetivos

La disfuncion telomérica esta estrechamente relacionada con la aparicion de numero-
sas patologias humanas, entre las que se encuentra el desarrollo de varios tipos de tumo-
res, como es el CCR. Esta disfuncidn se debe a la incapacidad de la ADN polimerasa para
completar la sintesis de los extremos cromosomicos de las células eucariotas constituidos
por los telémeros, dando como resultado un acortamiento de estos en cada ciclo replica-
tivo. Cuando este acortamiento alcanza un nivel critico, la viabilidad celular se ve afec-
tada y las células activan las vias de senescencia y apoptosis para impedir una inestabili-
dad gendmica que pueda comprometer un correcto funcionamiento celular. Sin embargo,
en el caso de que las células no activen los mecanismos de senescencia ante un acorta-
miento telomérico critico, la inestabilidad gendmica se incrementa lo cual, junto con la
reactivacion de la telomerasa, facilita un potencial replicativo practicamente ilimitado en
un contexto de importantes alteraciones gendmicas. Este escenario facilita la progresion

tumoral.

En céncer y més concretamente en el Cancer Colorrectal, la disfuncion telomérica,
entendida como acortamiento critico de los telomeros, presenta un papel dual. Cuando
los mecanismos de senescencia celular funcionan adecuadamente, este hecho se relacio-
naria con un mecanismo protector tumoral, ya que las células corruptas frenarian su pro-
liferacion; sin embargo, la inestabilidad gendmica asociada al incorrecto funcionamiento

de las vias de senescencia tendria un papel oncogénico.

Por otro lado, varios trabajos han demostrado que los telémeros de individuos con un
IMC igual o superior a 30 kg/m? (sujetos con obesidad) tienen un tamafio inferior. Esto
se debe, fundamentalmente, al estado proinflamatorio que acompafia a esta condicién fi-
sica, inducido principalmente por una mayor liberacién de adipoquinas y otras citoquinas
proinflamatorias, asi como por la infiltracion de células del sistema inmunitario (macro-

fagos y linfocitos, entre otros).

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, la hipdtesis del presente trabajo
considera que el analisis de la funcidn telomérica en pacientes obesos que desarrollan
Cancer Colorrectal puede facilitar la identificacion de marcadores Utiles en el estableci-

miento del prondstico clinico y en la identificacidn de nuevas dianas terapéuticas.

El principal objetivo de esta Tesis consiste en conocer el impacto que, sobre el pro-

nostico de pacientes afectados de Cancer Colorrectal, tienen los parametros relacionados
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con la funcién telomérica, asi como el indice de Masa Corporal. Para su consecucion,

establecemos los siguientes objetivos especificos:

1.

Analizar la longitud de los telomeros y la actividad telomerasa en tejidos colo-
rrectales tumorales y no tumorales de pacientes afectados de Cancer Colorrectal.
Analizar la relacion entre los parametros de funcion telomérica evaluados vy el
indice de Masa Corporal de los sujetos incluidos en la serie objeto de estudio.
Establecer estudios de prondstico en funcién de la longitud de los telomeros y de
la actividad telomerasa de los tejidos colorrectales indicados, considerando gru-
pos de individuos con normopeso, sobrepeso y obesidad.

Estudiar pardmetros de funcion telomérica en tejidos adiposos viscerales y subcu-
taneos de sujetos afectados y no afectados de Cancer Colorrectal.

Analizar la relacion entre la longitud telomérica y la actividad telomerasa de los
tejidos adiposos considerados en el estudio y el indice de Masa Corporal de los
pacientes incluidos en los protocolos.

Establecer estudios de prondstico en funcion de parametros de funcion telomérica

analizados en tejidos adiposos de individuos con Cancer Colorrectal.
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Material y métodos

3.1. PACIENTES Y MUESTRAS TISULARES

Esta tesis engloba dos grandes bloques de analisis en funcion del tipo tisular objeto
de estudio: A) analisis de tejidos colorrectales procedentes de pacientes afectados de CCR
(tejidos tumorales y tejidos no tumorales) y B) analisis de tejidos adiposos viscerales

(TAV) y subcutaneos (TAS) obtenidos a partir de individuos con y sin CCR.

Todos los sujetos incluidos en este trabajo fueron clasificados en funcion de su indice
de Masa Corporal (IMC), siguiendo los criterios establecidos por la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS). Esto es, aquellos individuos con un IMC < 25 kg/m? fueron con-
siderados en el grupo de normopeso; los sujetos con un IMC entre 25 y 29,9 kg/m? se
incluyeron en el grupo de sobrepeso; y los individuos que tenian un IMC > 30 kg/m? se

clasificaron en el grupo de obesidad.

Respecto al analisis de tejidos adiposos, puesto que las muestras empleadas proceden
de individuos que han sido sometidos a cirugia de tipo oncoldgica (en el grupo de pacien-
tes con CCR) o de tipo bariatrica (en el grupo de individuos sin CCR), no fue posible
incluir en el estudio un grupo control conformado por individuos sin CCR y con un IMC

inferior a 25 kg/m? (grupo de normopeso).

Las muestras de tejidos colorrectales empleadas en esta Tesis proceden de pacientes
que han sido sometidos a cirugia de intencién curativa en el Servicio de Cirugia General
y del Aparato Digestivo del Hospital Clinico San Carlos (HCSC). El periodo de segui-
miento medio de la serie fue de 5 afios (60 meses). Una vez realizada la reseccion quirur-
gica, en el caso de los tejidos colorrectales, se obtuvieron secciones utilizando un criostato
y se empleo una tincion de hematoxilina y eosina (HE) para confirmar el caracter tumoral
de las muestras. Dicho estudio se llev6 a cabo por dos patélogos que, microscopicamente,
comprobaron la presencia de un 80% de células tumorales en los cortes obtenidos. A su
vez, los tejidos no tumorales de los mismos pacientes, empleados como controles, tam-
bién se analizaron microscopicamente para asegurar su naturaleza. Todas estas muestras
tisulares fueron inmediatamente congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C

en el Biobanco del HCSC, hasta el momento de su utilizacion.

Referente a las muestras obtenidas de tejidos adiposos (TAV y TAS), estas fueron

registradas como coleccion de muestras (C.0001253) del mismo hospital.
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De forma previa al estudio, se asegurd a los pacientes la confidencialidad de datos, de
acuerdo con la normativa establecida en la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales. Asimismo, se reca-
baron los consentimientos informados de los pacientes para donacion de muestras biolo-

gicas.

Los canceres colorrectales considerados en este trabajo (tanto para los analisis de te-
jidos colorrectales como para los andlisis de tejidos adiposos), segun la clasificacion ba-
sada en el trabajo de Turnbull y cols. que modifica la original clasificacion descrita por
Dukes, se agruparon en cuatro estadios clinico-patolégicos, definidos en la Tabla 3.1
(Turnbull et al., 1967):

Tabla 3.1.- Clasificacion de CCR segun las variables clinico-patoldgicas de los adeno-
carcinomas colorrectales estudiados.

ESTADIO CARACTERISTICAS PATOLOGICAS
Estadio A Tumor localizado en el colon y sus capas.

Estadio B Extension del tumor hacia el tejido graso pericolico.
Estadio C Metastasis tumoral hacia los nddulos linfaticos mesentéri-

cos, aunque sin evidencias de diseminacion a distancia.

Estadio D Metastasis tumoral hacia higado, hueso, pulmones. Tumor

no operable debido a la invasidn de 6rganos adyacentes.

Asi pues, para todos los CCR incluidos en el trabajo (referentes a los estudios de
tejidos colorrectales y a los estudios de tejidos adiposos) se obtuvo la informacién refe-
rente al sistema de clasificacion TNM, en el que se evaltan tres tipos de descriptores en
relacion a una serie de propiedades anatdmicas que permiten la caracterizacion global del
tumor: T (hace referencia a la extension del tumor primario, hacia el interior de la pared
del estbmago y 6rganos cercanos), N (indica la propagacién hacia nodulos linfaticos ad-
yacentes) y M (referente a la existencia de metastasis a distancia). A continuacion, se
muestra la clasificacion TNM establecida por la American Joint Committee on Cancer
(AJCC) en su 8?2 edicion (Tabla 3.2) (Weiser, 2018):
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Tabla 3.2.- Clasificacion de los descriptores T, N y M definidos para los tumores colorrec-
tales por la American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8th ed.

T: Tumor primario

TX: el tumor primario no se puede evaluar.
TO: no existen evidencias de tumor primario.
Tis (Carcinoma in situ): tumor intraepitelial sin invasion de la ldmina propia.

T1: el tumor invade la lamina propia, muscularis mucosae o la submucosa.

T1a: el tumor invade la lamina propia o la muscularis mucosae.

T1b: el tumor invade la submucosa.

T2: el tumor invade la muscularis propria.

T3: el tumor penetra hacia el tejido conectivo subseroso sin invasion del pe-

ritoneo o estructuras adyacentes.

T4: el tumor invade la capa serosa (peritoneo) o estructuras adyacentes.

T4a: el tumor invade la capa serosa (peritoneo).

T4b: el tumor invade estructuras adyacentes como el bazo, higado,
diafragma o pancreas.

N: invasion ganglionar

NX: los ganglios linfaticos locales no se pueden evaluar.
NO: ganglios linfaticos locales sin metéstasis.

N1: metastasis en 1 - 2 ganglios linfaticos locales.

N2: metéstasis en 3 - 6 ganglios linfaticos locales.

N3: metastasis en 7 0 méas ganglios linfaticos locales.

M: metéastasis

MO: ausencia de metéastasis a distancia.

M1: existencia de metastasis visceral a distancia
M1a: metéstasis a distancia hacia un 6rgano.

M1b: metastasis a distancia hacia mas de un érgano.

M1c: metastasis peritoneal (peor prondstico que la metastasis visce-
ral).

Por ultimo, los tumores también se clasificaron segun su localizacién anatdmica en

tumores de colon derecho, de colon izquierdo o de recto.
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3.1.1. ESTUDIOS EN TEJIDOS COLORRECTALES DE PACIENTES CON
CCR

La poblacion incluida en el estudio de los tejidos colorrectales estuvo conformada por
un total de 181 pacientes sometidos a cirugia de intencion curativa (distribucion detallada
de la poblacion analizada en la Figura 3.1). En relacion con el IMC, este valor se obtuvo
para 116 pacientes, clasificados en 31 pacientes con normopeso, 52 con sobrepeso y 33
pacientes con obesidad. Respecto a las variables clinico-patoldgicas, la siguiente tabla

resume la distribucion de la poblacion analizada (Tabla 3.3):

Tabla 3.3.- Variables clinico-patologicas de las
muestras de CCR consideradas en el estudio.

VARIABLE N°
CASOS

SEXO 181
MUJER 91
HOMBRE 90

ESTADIO DE DUKES 169*
A 22
B 70
C 44
D 33

LOCALIZACION TUMORAL 173*
COLON DERECHO 54
COLON IZQUIERDO 37
RECTO 82

*Para el estadio de Dukes y la localizacién tumoral, la
informacion no se dispuso para 12 y 18 casos, respecti-
vamente.
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La edad de la poblacion considerada fue de 70,6 £ 0,93 afios (media + error estandar),
teniendo un valor medio de 70,63 + 1,36 afios (media * error estdndar) en mujeres 'y 70,46

+ 1,28 afnos (media * error estandar) en hombres.

3.1.2. ESTUDIOS EN TEJIDOS ADIPOSOS DE SUJETOS CON Y SIN CCR

Para el estudio de los tejidos adiposos, la poblacion analizada incluy6 un total de 159
individuos (73 de ellos fueron pacientes afectados de CCR y 86 sin afectacion por CCR),
con muestras para TAV de 159 individuos y muestras para TAS de 154 individuos (dis-
tribucion de la poblacion detallada en la Figura 3.2). Para todos los individuos incluidos

en este estudio se dispuso de los datos de IMC correspondientes (Tabla 3.4).

Tabla 3.4.- N° casos analizados en el estudio reaJizado en
tejidos adiposos. Distribucion en funcion del Indice de

Masa Corporal.
TAV? TAS?

CCR* 73 70
NORMOPESO 16 16
SOBREPESO 31 30
OBESIDAD 26 24
NO CCR* 86 84
SOBREPESO 22 20
OBESIDAD 64 64
TOTAL 159 154

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos;
*Céancer Colorrectal.
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La siguiente tabla (Tabla 3.5) resume las caracteristicas clinico-patoldgicas de los
casos pertenecientes a la poblacidn de pacientes con CCR que participan en el estudio de
los tejidos adiposos (73 pacientes para TAV y 70 pacientes para TAS):

Tabla 3.5.- Variables clinico-patoldgicas de los tumores co-
lorrectales considerados en el estudio de tejidos adiposos
viscerales (TAV) y subcutaneos (TAS).

VARIABLE N° CASOS
TAV? TAS?

SEXO 73 70
MUJER 31 30

HOMBRE 42 40
ESTADIO DE DUKES 71* 69"
A 11 10

B 34 33
C 18 181

D 8 8
LOCALIZACION TUMORAL 73 70
COLON DERECHO 23 22
COLON IZQUIERDO 17 17
RECTO 33 31

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos. *No
se facilito el estadio en 2 casos; # No se facilito el estadio en 1

Caso.

La edad de la poblacidn total considerada en los estudios de tejidos adiposos fue de
63,38 £ 1,19 afios (media + error estandar). Considerando el sexo, la edad fue de 62,53 +
1,62 afios (media % error estandar) en mujeres y 64,43 + 1,77 afios (media * error estan-

dar) en varones.

La media de edad de la poblacion afectada de CCR (73 pacientes) fue de 70,04 + 1,56
afios (media % error estandar), con un valor medio de 71,48 + 2,41 afios (media + error

estandar) en mujeres y 68,98 = 2,05 afios (media * error estandar) en varones. Para la
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poblacién sin CCR (81 individuos), el valor medio de edad fue de 57,38 + 1,51 afios
(media = error estandar), 57,39 + 1,82 afios (media * error estandar) en mujeres y 57,37

* 2,73 anos (media * error estandar) en varones.

3.2. EXTRACCION Y VALORACION DEL ADN

La extraccion de ADN tisular se ha realizado siguiendo el método descrito por Bliny
Stafford (Blin & Stafford, 1976), con pequefias modificaciones. Tanto para los tejidos
colorrectales como para los adiposos, se partio de pequefios fragmentos de tejido de apro-
ximadamente 20 mg de tejido fresco congelado conservado en solucién RNAlater (solu-
cion acuosa que estabiliza y protege el ARN celular durante su almacenamiento gracias
a la presencia de inhibidores de ARNasas) (Life Technologies, Carlsbad, California), o a
partir de 10-15 cortes de 20 pum de grosor obtenidos a partir de bloques de tejido embebido
en medio Tissue-Tek® (compuesto de glicoles y resinas hidrosolubles que aportan la ma-
triz adecuada a la muestra para un seccionamiento del criostato en temperaturas inferiores

a -10°C) (Sakura Europe, Alphen aan den Rijn, Paises Bajos).

Los tejidos se introdujeron en un tubo eppendorf de 2 ml, el cual contenia 1,25 ml de
la solucion Tampdn 1 (Tabla 3.6). Se homogeneizé el tejido con ayuda de un homoge-
neizador mecanico IKA® T10 Basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Staufen, Alemania) cuyo
vastago se mantuvo la noche anterior en una solucién de NaOH 4 N para eliminar la
posible presencia de nucleasas (siendo aclarado con agua ultraestéril antes y entre cada
uso). Después se afiadieron 50 pl de una solucion de proteinasa K de concentracién 500
pg/ml (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), se volvié a homogeneizar,
y se afiadieron 62,5 ul de SDS al 20%, mezclando por inversion. Este homogeneizado se
transfirié a un tubo falcon de 15 ml y se sometid a una digestion de 3h a una temperatura
de 65°C.

Una vez finalizada la digestion, se afiadio a cada tubo 1,25 ml de la solucion Tampdn
2 (Tabla 3.6) y un volumen de una solucion de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en
proporcion 25:24:1, pH 8, para la extraccion fenol-cloroformo. Después, los tubos se agi-

taron y se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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Finalizada la centrifugacion, la fase acuosa se transfirid a un nuevo tubo estéril de 15
ml y se afiadié un volumen de la mezcla cloroformo:alcohol isoamilico en proporcion
24:1. Esta mezcla se agitd y se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a 4.000 rpm, a
temperatura ambiente, para después transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y afadir 2
volUimenes de etanol absoluto para llevar a cabo la precipitacion del ADN a -20°C durante
toda la noche.

Pasado este tiempo, los tubos se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C,
se decanto el sobrenadante y se afiadieron 2 ml de etanol frio al 70% para lavar el preci-
pitado. Para finalizar la extraccion, se centrifugd por ultima vez de nuevo a 4.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C y se decant0 el sobrenadante. El precipitado obtenido de ADN,

una vez seco, se resuspendio en 30 ul de agua ultrapura estéril.

Tabla 3.6.- Composicion de las soluciones Tampén 1y 2 empleadas para la extraccién
de ADN.

REACTIVO COMPOSICION
Solucién Tampén 1 Tris HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; NaCl 0,15 M
Solucién Tamp6n 2 Tris HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; NaCl 0,65 M

Para valorar la concentracion de ADN, se llevo a cabo una lectura espectrofotométrica
a 260 nm (Azo) en el espectrofotometro NanoDrop® 2000 (ThermoFisher, Waltham,
Massachusetts), teniendo en cuenta que una unidad de densidad 6ptica a dicha longitud
de onda corresponde a una concentracion de ADN de doble cadena de concentracion
50ug/ml (Sambrook et al.1989). Respecto al grado de pureza en relacion a otros com-
puestos, se midio la absorbancia a 280nm (Azso) para detectar posibles contaminaciones
con proteinas (considerandose un grado de pureza adecuado si el ratio de Aazso/Azgo Se
encontraba entre 1,8 y 2) y la absorbancia a 230 nm (A230) para contaminaciones con
compuestos organicos o sales (pureza adecuada si el ratio Azeo/A230 €S superior a 230

nm).

El blanco utilizado en ambas lecturas se compuso de 1 pl de agua ultrapura esteril.
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Una vez valorado, el ADN se someti6 a una electroforesis en gel de agarosa 1,2% en
tampdn TBE 1X (a partir de TBE 10X: Tris 1 M, &cido borico 0,9 My EDTA 0,01 M) a
80V durante 50 minutos para comprobar su integridad, representada por la visualizacion
de una sola banda de ADN sin degradacion o “smearing”. Para ello, se cargd un volumen
de muestra correspondiente a 500ng de ADN (completando hasta 10 pl con agua ultrapura
estéril) y 2 pl de tampdn de carga o Loading Buffer en cada pocillo.

Una vez finalizada la valoracién de la integridad, las muestras de ADN se almacena-

ron a -20°C hasta su posterior uso.

3.3. EXTRACCION Y VALORACION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas se llevo a cabo asimismo a partir de fragmentos de tejido
fresco congelado en medio RNAIlater o a partir de 10-15 cortes de 20 pum de tejidos em-

bebidos en Tissue-Tek®.

Estos fragmentos se introdujeron en un tubo eppendorf estéril con 400 pl del reactivo
de lisis incluido en el kit TeloTTAGGG Telomerase PCR ELISA® (Roche, Basilea,
Suiza), el cual contiene inhibidores de ARNasas y proteasas para facilitar la extraccion
proteica. Se homogeneizaron las muestras con un homogeneizador mecanico IKA® T10
Basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Staufen, Alemania). Al igual que para la extraccion de
acidos nucleicos, para las proteinas también se mantuvo el vastago la noche anterior en
una solucion de NaOH 4 N y se aclar6 con agua ultrapura estéril antes y entre cada mues-
tra. Realizado lo anterior, las muestras se dejaron en hielo durante 30 minutos con el fin
de favorecer la extraccion de proteinas, para después centrifugarse a 12.000 rpm a 4°C

durante 20 minutos.

Finalizada la centrifugacion, el sobrenadante, que contenia las proteinas, se repartid
en alicuotas en dos tubos estériles nuevos para ser almacenadas a -80°C hasta su utiliza-
cion.

Para la valoracion de la concentracion de proteinas se emplearon dos procedimientos:

el método de Bradford (Bradford, 1976) y/o la valoracién espectrofotométrica a 280 nm.
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En el caso del método de Bradford, a cada una de las muestras se les afiadieron 200
I del reactivo comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hércules, California, Estados
Unidos) y 800 pl de agua ultrapura estéril en una cubeta espectrofotométrica, donde des-
pués se incluyeron 4 ul del extracto proteico a analizar (como blanco se empleé 1ml de
la mezcla anterior). Para poder interpolar los resultados de las medidas a unos resultados
de concentracion exactos se construyd una curva de calibrado a partir de una solucion
estandar de albumina sérica bovina (BSA) de concentracion 2 mg/ml (Bio-Rad) con di-
luciones de 0 a 10 pg/ml. Para medir la concentracion de proteinas, se realizo una lectura

de la absorbancia a 595 nm de cada muestra por duplicado.

La valoracién de proteinas por medida espectrofotométrica a 280 nm se realizo en el
espectrofotometro NanoDrop® 2000, valorando 1,5 pl de cada muestra (como blanco se
utilizé 1,5 pl de la solucion de lisis empleada en la extraccion de proteinas). Este método
tiene la ventaja de ofrecer una medida méas rapida a la vez que permite gastar menos

cantidad de muestra que el anterior procedimiento.

3.4. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN EL ANALI-
SIS DE TEJIDOS COLORRECTALES Y TEJIDOS ADIPO-
SOS

3.4.1.  ANALISIS DE LA LONGITUD TELOMERICA DE TEJIDOS COLO-
RRECTALES Y TEJIDOS ADIPOSOS

En la poblacion estudiada para tejidos colorrectales (181 pacientes), la longitud telo-
mérica de los tejidos tumorales se analiz6 en 141 casos, y la longitud telomérica corres-
pondiente de los tejidos no tumorales en 137 casos, pudiendo determinar la longitud te-
lomérica para ambos tejidos colorrectales en 132 pacientes. Se dispuso de los datos de
IMC en un total de 95 pacientes. La distribucion de los pacientes y sus muestras se detalla
en la Figura 3.3.

La poblacién incluida en este trabajo para el estudio de tejidos adiposos, tanto visce-

rales como subcutaneos, estuvo integrada por 159 individuos, cuantificandose la longitud
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telomérica de TAV en 126 casos y la longitud telomérica de TAS en 118 sujetos (la lon-
gitud telomérica de ambos tejidos adiposos pudo analizarse en un total de 111 individuos).

La Figura 3.4 muestra la distribucion de las muestras y pacientes incluidos en el es-

tudio.
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3.4.1.1. Determinacion de la longitud telomérica mediante el andlisis de los

fragmentos teloméricos de restriccion.

Para poder determinar la medida absoluta de los fragmentos teloméricos se utilizé el
kit TeloTAGGG® Telomere Length Assay (Roche, Basilea, Suiza). En esta técnica, el
ADN extraido (gendmico) es tratado mediante una digestién con una mezcla de enzimas
de restriccion para posteriormente separar los fragmentos de ADN en un gel de electro-

foresis y transferirlos a una membrana de nailon mediante la técnica de Southern blot.

Una vez transferidos a la membrana, los fragmentos son hibridados con una sonda
especifica para repeticiones teloméricas, marcada con digoxigenina, y se incuban con un
anticuerpo anti-digoxigenina que lleva unida fosfatasa alcalina (Ilamado anti-DIG-AP o
DIG antibody coupled to Alkaline Phosphatase). Por ultimo, la adicion del sustrato CDP-
Star provoca su metabolizacion por parte de la enzima, generandose la sefial quimiolu-

miniscente necesaria para la visualizacion de los fragmentos teloméricos (Figura 3.5).

DIGESTION DEL ADN
Secuencia de restriccion
|
AR A B R B A AVAVAVAVAVAVAVAVAVIVAVANNS
Secuencias asociadas al telomero Repeticiones teloméricas

(TTAGGG)

\/

DETECCION MEDIANTE QUIMIOLUMINISCENCIA

| Sonda
telomérica

™
CDP-Star |

</
= Anti-DIG-AP i J

Figura 3.5.- Representacion esquemaética del proceso de determinacion de la longitud telo-
mérica mediante el analisis de los fragmentos teloméricos de restriccién empleando el kit Te-
IoTAGGG® Telomere Length Assay. Fuente oficial: https://www.sigmaaldrich.com

90



Material y métodos

Para cada caso, considerando tanto el tejido tumoral como el tejido no tumoral, se
partio de una cantidad de ADN gendmico de 2,5 g para la digestion enzimética. Se afa-
di6 el volumen correspondiente de tampdn de digestion 1X y 20 U/ul de cada enzima de
restriccion, Hinf | y Rsal, en un volumen de reaccion de 20 pl. Ademas de las muestras,
en el estudio se incluyeron los ADN control del kit empleado; se trata de 2 ADN control
con telémeros cortos y largos, respectivamente. La digestion se realiz6 a 37°C durante 2

horas.

Terminada la digestion, se afiadieron a cada muestra 4ul del tampén de carga proce-
dente del kit, que frena la reaccion enzimatica. Para separar los fragmentos digeridos de
ADN, se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X (TAE 50X:
Tris 2 M, 57,1 ml de acido acético glacial, pH 8, y EDTA 50 mM), empleando un marca-
dor de peso molecular. La electroforesis se desarrollé a 83V durante 4 horas.

Finalizado este paso, se retird el gel de la cubeta de electroforesis y se sometio a un
tratamiento con una solucion de HCI 0,25 M durante 10 minutos, se aclard dos veces con
agua destilada, y se sumergio6 dos veces durante 15 minutos en una solucién de desnatu-
ralizacion (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M) en agitacion orbital suave a temperatura ambiente.
Se aclar6 nuevamente 2 veces con agua destilada, y se traté dos veces con una solucion
de neutralizacién (0,5 M tris-HCI, 3 M NaCl, pH 7,5) durante 15 minutos, también en

agitacion suave y a temperatura ambiente.

Para la transferencia a la membrana de nailon cargada positivamente, esta se tratd
previamente con agua ultrapura estéril durante 7 minutos para su activacién, y como tam-
pon de transferencia se utilizé una solucion de SSC 20X (NaCl 3 M, citrato sédico 0,3 M,
pH 7). La transferencia se realiz6 durante toda la noche y, una vez terminada, para fijar
el ADN a la membrana, esta se expuso a luz ultravioleta (254 nm durante 7 minutos) y
posteriormente se sometid a calentamiento a 80°C durante 30 minutos. Acabada la fija-
cién, la membrana se lavo con SSC 2X para después ser introducida en un cilindro de
hibridacidn, al que se afiadieron 18 ml de la solucién de prehibridacion previamente ca-
lentada a 42°C. Esta prehibridacion se realizd en rotacion durante 60 minutos a 42°C.
Después, se retird la solucion y se afiadieron 10 ml de la solucién de hibridacién, la cual
incluia 2 pl de la sonda especifica marcada con digoxigenina. La hibridacion se desarrolld

nuevamente a 42°C en rotacion, pero esta vez durante 3h.

91



Material y métodos

Los siguientes pasos consistieron en retirar la membrana del cilindro de hibridacion,
realizar dos lavados de 5 minutos con la solucion astringente de lavado | o Stringent Wa-
shing Buffer 1 (SSC 2X, SDS 0.1%) a temperatura ambiente, otros dos lavados de 15
minutos cada uno con la solucién astringente de lavado 11 o Stringent Washing Buffer |1
(SSC 0,2X, SDS 0,1%) a 50°C, y un lavado de 4 minutos con el tampén de lavado o
Washing Buffer 1X del kit a temperatura ambiente.

A continuacion, se realizo el bloqueo de la membrana con un tratamiento de 70 ml de
la solucion de bloqueo 1X durante 30 minutos a temperatura ambiente, para posterior-
mente afiadir el anticuerpo anti-digoxigenina unido a fosfatasa alcalina (se afiadieron 7 pl
del anticuerpo de concentracion 75 mU/ml) en una incubacion de 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Terminada la incubacion, se lavo la membrana dos veces durante 15 mi-
nutos con Washing Buffer 1X a temperatura ambiente, y se realizd una nueva incubacion

también a temperatura ambiente con 100 ml de Detection Buffer 1X procedente del kit.

Para finalizar, se llevé a cabo el revelado de la membrana mediante el tratamiento
durante 15 segundos con una mezcla de 11,2 ml de agua ultrapura estéril, 1,250 ml de
Detection Buffer 10X y 5 ml del reactivo de revelado para ponerla en contacto con una
pelicula autorradiografica (Amersham Hyperfilm® MP. GE Healthcare, Little Chalfont,
Reino Unido) y poder ser analizada empleando el programa informatico Quantity one®
(Bio-Rad).

Para poder cuantificar la longitud telomérica se utilizo el software Image gauge 3.46®
(Fujifilm, Tokyo, Japon), en el cual se compararon los resultados de cada muestra tumoral
con su pareja no tumoral. La digestion con las enzimas de restriccién y la posterior hibri-
dacion con sondas especificas de telomeros permitié observar un smear correspondiente
a la combinacion de las distintas longitudes de los cromosomas de las diferentes células
comprendidas en las muestras analizadas, por lo que la longitud telomérica para cada
muestra hizo referencia a la Longitud Telomérica Media (LTM), medida en kb, en fun-
cion de las diferentes intensidades que la hibridacion ofrecio segun el tamafio telomérico.

Dado que cuanto mayor es el peso molecular del fragmento telomérico, mayor es la
densidad optica que se obtiene, la longitud media de los fragmentos teloméricos se deter-

miné utilizando la siguiente formula:

Longitud Telomérica Media (LTM) = (DOi) / (DOI/Li)
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DOi hace referencia a la densidad 6ptica para la posicién i, y Li es la longitud de los
fragmentos teloméricos, medidos en kb, en dicha posicion.

3.4.1.2. Determinacion de la longitud telomérica mediante PCR cuantitativa
(gPCR).

Determinar la longitud telomérica de manera relativa es posible gracias a una técnica
basada en la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real o gPCR (Cawthon, 2002),
lo que permite evaluar la amplificacion de nuestro gen diana con respecto a un gen de
referencia. Para la longitud telomérica, se cuantifica relativamente esta longitud em-
pleando un ratio, llamado Ratio T/S, para cada una de las muestras. Este ratio hace refe-
rencia al nimero de copias de la secuencia telomérica (denominado como T) dividido
entre el nimero de copias de un gen housekeeping o de copia Unica (denominado S),
ambos respecto a un ADN de referencia. Para nuestros experimentos, el gen de copia
unica empleado es el gen RPLPO (Ribosomal Protein Large PO), que codifica para la

proteina PO que integra la subunidad grande 60S del ribosoma eucariota.

Para poder detectar la amplificacion se empleo el reactivo comercial SYBR Green®
(Roche, Alemania), el cual se intercala en la doble hélice del ADN y produce fluorescen-
cia. Tiene la desventaja de que es una molécula inespecifica, por lo que se une a cualquier

molécula de ADN de doble cadena, incluidos los dimeros de primers que se forman.

Dado que se pretende llevar a cabo la amplificacion de dos secuencias génicas dife-
rentes (secuencia telomérica y gen RPLPO), para cada gen se prepararon dos mezclas de
reaccion distintas, las cuales contenian un volumen del extracto de ADN correspondiente
a una cantidad de 20 ng de ADN junto con sus primers correspondientes: 0,18 ul del
primer reverse a una concentracion de 300 nM y 0,06 pl del primer forward de concen-
tracion 900 nM para la secuencia telomérica. En el caso del gen RPLPO, se utiliz6 0,1 pl
del primer reverse a concentracion de 300 nMy 0,06 pl del primer forward a concentra-

cion 500 nM (secuencia de oligonucleotidos mostrada en la Tabla 3.7).

En ambos casos, se afiadieron 10 pl de la mezcla de reaccion FastStar Universal SYBR
Green Master (ROX) 2X (Roche, Alemania), y se completd con agua ultrapura estéril

para obtener un volumen final de reaccion de 20 pl.
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Tabla 3.7.- Secuencia de primers empleados en el estudio de la longitud telomérica me-
diante PCR cuantitativa a tiempo real.

GEN SECUENCIA PRIMERS

TEL Primer forward: 5> - CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT - 3’

(SECUBNCIA primer reverse: 5 - GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT - 3°

telomérica)

Primer forward: 5° - CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC - 3’

RPLPO  primer reverse: 5’ - CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA - 3°

El ADN de referencia empleado fue un pool de ADNs procedentes de muestras de
tejidos no tumorales con telémeros de longitud media aproximada de 7 kb (determinado
previamente mediante la técnica TRF descrita en el punto anterior). La amplificacion de
las muestras se realizd por triplicado en un termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Life Technologies, EE. UU.), siguiendo el programa de amplificacién detallado
en la Figura 3.6 (las condiciones de gPCR para la amplificacion del gen RPLPO son las
mismas, pero con una temperatura de hibridacion de 60°C y 35 ciclos de amplificacion).

ACTIVACION AMPLIFICACION
INICIAL 25 CICLOS
/—M _A_
- ™
DESNATURALIZACION ELONGACION

/_/H HIBRIDACION /JR
10 min. 15 seg.
/_/R 2 min.

95°C 95°C

4°C

Figura 3.6.- Programa de amplificacién de secuencias teloméricas (TEL) mediante qPCR para
el estudio de la longitud telomérica relativa.
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Durante el proceso de amplificacion, el termociclador recoge la fluorescencia emitida
por el fluorocromo excitado al haber sido sometido a un haz de luz de longitud de onda
determinada, obteniéndose asi el denominado ciclo umbral o Ct, que se define como el
ciclo en el cual el nivel de fluorescencia emitido por la muestra varia de manera signifi-
cativa al alcanzar el umbral o threshold (esta variacion siempre ocurre en la fase expo-
nencial de la curva de amplificacion) (Figura 3.7, A). El valor de Ct se emple6 para los
calculos de esta técnica, tal y como se define en el método descrito por Pfaffl (Pfaffl,
2001).

Para poder validar esta técnica, es necesario que la eficiencia de cada pareja de pri-
mers sea la adecuada, (una eficiencia del 100% indica que se ha realizado la amplificacion
del doble de cantidad de la secuencia diana en cada ciclo de PCR). En nuestros experi-
mentos, la eficiencia se calculd utilizando, tanto para la secuencia telomérica como para
el gen enddgeno, una curva estandar generada a partir de diluciones 1/5 del pool de ADN
empleado como ADN de referencia. Para el calculo de cada eficiencia, se represent6 una
gréfica con los valores de Ct obtenidos para cada dilucion de la curva estandar, respecto
al logaritmo en base 10 de la cantidad de ADN analizado. Asi se obtuvo la ecuacion de la

recta patron y se calculd su pendiente (Figura 3.7, B).
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A Curvas de amplificacion
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Figura 3.7.- Gréfica para las curvas de amplificacion por gPCR de las secuencias teloméricas
(A). Curva estandar empleada para el célculo de la eficiencia de los primers durante el proceso
de amplificacion de las secuencias teloméricas (B).

El célculo de la eficiencia de cada pareja de primers se realizd con la siguiente for-
mula:

EFF = [10"(-1/pendiente)]
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Sélo se aceptaron eficiencias comprendidas entre el 80-120%

Conocida la eficiencia, el célculo de la longitud telomérica relativa se llevo a cabo
segun lo establecido por Pfaffl (Pfaffl, 2001):

EFF TEL *[Ct ADN Referencia—Ct muestra]
EFF RPLPO "[Ct ADN Referencia—Ct muestra]

Ratio T/S =

3.4.2.  ANALISIS DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN TEJIDOS COLO-
RRECTALES Y TEJIDOS ADIPOSOS

La actividad telomerasa se analizd, de 181 pacientes que se incluyeron en el estudio,
en muestras de tejido colorrectal de un total de 172 pacientes. Se dispuso de los datos de
IMC en 113 de estos casos (Figura 3.8).

En el caso de los tejidos adiposos, la actividad telomerasa se evalud en 148 casos de
los 159 individuos incluidos en el estudio, tanto en TAV como en TAS, incluyendo el
estudio de la actividad telomerasa de ambos tejidos adiposos en un total de 141 individuos

(pacientes y muestras detallados en la Figura 3.9).
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3.4.2.1. Determinacion de la actividad telomerasa mediante Telomeric Repeat
Amplification Protocol (TRAP).

La determinacion de la actividad telomerasa se realiz6 conforme al método descrito
por Kim y cols. (Kim et al., 1994) utilizando el kit comercial TeloTAGGG® Telomerase
PCR ELISA (Roche).

El desarrollo de este procedimiento se basa en dos grandes etapas: elongacion y am-
plificacion de sondas especificas de la secuencia telomérica, y posterior deteccion por
ELISA.

En la primera etapa, la enzima telomerasa presente en la muestra proteica afiade las
repeticiones teloméricas -TTAGGG- al extremo 3’ de un cebador especifico biotinilado
Ilamado P1-TS. Una vez elongados gracias a la actividad telomerasa, los productos se
amplifican mediante PCR empleando los cebadores P1-TS y P2, generandose por lo tanto

diversas secuencias que difieren entre si en 6 pb (como se ilustra en la Figura 3.10).

Finalizada la amplificacion, la segunda etapa consistiria en una desnaturalizacion e
hibridacion de dichos fragmentos con una sonda especifica marcada con digoxigenina
(denominada P3), para posteriormente ser inmovilizados en una placa de ELISA, cuyos
pocillos estan recubiertos con estreptavidina. Esto permite que la biotina de los cebadores
P1-TS amplificados se una a ella para asi fijar los amplicones. Después se detecta con un
anticuerpo anti-digoxigenina (anticuerpo policlonal procedente de oveja llamado anti-
DIG-POD o anti-digoxigenina-peroxidasa) el cual se encuentra conjugado con peroxi-
dasa. Esta enzima, en contacto con su sustrato (el cromégeno tetrametilbenzidina o TMB),
cataliza su transformacion en un sustrato de color azul, por lo que la absorbancia emitida
por dicha conversidn sera proporcional a la cantidad de ADN telomérico que la telome-

rasa ha anadido.
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ELONGACION Y
AMPLIFICACION P1-TS
v 2 e— -
Pasol (D et e——e——e——e——>
-t
P2
Paso 2
DETECCION MEDIANTE ELISAv
_— f\ °
N . =~ o
O,Q Bio ma— 1||||1,A11.1U,1.1_1l mln.uluu_ul :,\)@ 0 © o.o
— P3 r_—r P3 I'__|
Paso 3 Digoxigenina Paso 4

Figura 3.10.- Representacion esquematica del proceso de determinacion de la actividad telo-
merasa mediante TRAP empleando el kit TeloTTAGGG® Telomerase PCR ELISA. Fuente
oficial: https://www.sigmaaldrich.com

+ Elongacion y amplificacion.

Para iniciar el procedimiento, se empled un volumen correspondiente a 10-15 pg de
proteinas del extracto proteico que previamente habia sido purificado y almacenado, tanto
para las muestras tumorales y no tumorales de tejido colorrectal como para las muestras
de tejidos adiposos visceral y subcutaneo. Este volumen se afiadié a un tubo de PCR de
0,2 ml, se completd hasta 25 ul con agua ultrapura estéril y se incorporaron 25 pul de
Reaction mixture (contiene buffer Tris, el cebador P1-TS marcado con biotina, cebador

P2, el sustrato de la telomerasa, primers, nucledtidos y la Taq polimerasa).

Dado que ciertos trabajos han informado de la presencia de inhibidores de la Taq
polimerasa en un gran nimero de tejidos, los experimentos de amplificacion se realizaron
también para esas mismas muestras, pero tras haber sido diluidas 1:10 en reactivo de lisis,
ya que se sabe que tras esta dilucion la amplificacidn sigue siendo viable (Wright et al.,
1995). Esto nos permiti6 identificar aquellos posibles falsos negativos debido a la presen-

cia de dichos inhibidores.

Como control positivo, incluido en el kit, se empled un extracto celular procedente de

células humanas de rifién inmortalizadas que expresan telomerasa (linea 293). Estas
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células, previamente liofilizadas, se reconstituyeron en agua ultrapura estéril para obtener
una concentracion aproximada de 102 células/pl. Se afiadieron 3 pl de esta reconstitucion
celular a un tubo de PCR junto con 22 pl de agua ultrapura estéril (para completar un
volumen de 25 pl), y se adicionaron 25 pl de Reaction mixture. Como controles negativos
del experimento, el control negativo 1 hace referencia al extracto celular sometido al si-
guiente tratamiento: una vez mezclados los 3 pl del extracto celular con 7 pl de agua
ultrapura estéril, se incubd a 85°C durante 10 minutos para una inactivacion enzimatica
por calor. Finalizada la incubacion, se dejo en hielo 5 minutos y se afiadio 1.2 pl de en-
zima ARNasa DNase-free (concentracion 0.5 pg/pl; Roche) y 25 ul de Reaction mixture
para después ser incubada a 37°C durante 30 minutos. Este tratamiento permitio inutilizar
su actividad enzimatica debido a la degradacion de su componente ARN. Por su parte, en

el control negativo 2 se sustituyd el extracto celular por agua ultrapura estéril.

Una vez preparados tanto los tubos de las muestras como los controles del experi-
mento, se llevd a cabo el proceso de elongacion y amplificacion de las sondas con el

siguiente programa de termociclador (Figura 3.11):

INACTIVACION AMPLIFICACION
ELONGACION TELOMERASA 30 CICLOS
K_/H /_/% A
~
DESNATURALIZACION ELONGACION ELONGACION

FINAL

/—/R HIBRIDACION

5 min. 30 seg.
/_/% 90 seg. 10 min.
94°C 94°C o N
25 min. 72°C 72°C
30 seg.
25°C £
50°C 00

4°C

Figura 3.11.- Programa de amplificacion de los fragmentos teloméricos elongados por en-
zima telomerasa.
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«+ Deteccion mediante ELISA.

Acabado el proceso de elongacion y amplificacion, se tomaron 5 pl del producto de
amplificacion y se afiadieron a un tubo nuevo junto con 20 pl de Denaturation reagent
(solucién de NaOH < 0.5%). Se dejé actuar a temperatura ambiente durante 10 minutos
para después afadir 225 pl de Hibridation buffer (el cual contiene la sonda P3 unida a
DIG complementaria a las repeticiones teloméricas). Se mezclo6 en vortex y se transfirie-
ron 100 pl de la nueva mezcla a cada uno de los pocillos de la placa de ELISA, los cuales
estaban recubiertos con estreptavidina, necesaria para la union de la biotina. La placa se
tap6 con una lamina autoadhesiva y se dejé incubar a 37°C durante 2 horas en agitacion

orbital (unas 250 rpm).

Finalizada la incubacién, se elimino el Hibridation buffer de cada pocillo y se lavaron
3 veces con 250 pl de Washing buffer 1X, dejando actuar cada lavado un minimo de 30
segundos para asegurarnos de su correcta accion. Posteriormente, a cada pocillo se afia-
dieron 100 ul del anticuerpo anti-DIG-POD, previamente reconstituido en agua ultrapura
estéril, a una concentracion de 0.5 U/ml, se tapd de nuevo la placa con otra lamina auto-
adhesivay se dejo incubando 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion orbital (250
rpm). Pasados los 30 minutos, se retird el exceso de anticuerpo y se realizaron 5 lavados
nuevamente con otros 250 pl de Washing buffer 1X, también esperando 30 segundos entre
lavado. El siguiente paso consistié en afiadir a los pocillos 100 ul del sustrato de la digoxi-
genina, el TMB, tapar con ldmina autoadhesiva e incubar a temperatura ambiente y en
agitacion durante 15 minutos (durante este tiempo se empezaba a observar el color azul
caracteristico de la reaccion enzimatica). Como paso final, terminada la incubacién con
el TMB vy sin eliminarlo de los pocillos, se afiadieron 100 ul del Stop reagent (solucion
de acido sulfarico 5%) para detener la reaccion, lo que permiti6 el viraje del color azul a
amarillo, permitiendo asi obtener una méaxima sensibilidad en el anélisis de la absorban-

cia.

Para poder medir dicha absorbancia, se empleo el programa bioinformatico Micro-
plate Manager® (Bio-Rad), el cual realiz6 mediciones a 450 nm con una longitud de onda

de 690 nm como referencia.

Para el calculo de los resultados, se realizo la media de la diferencia de absorbancia o

AA (Assonm — Asgonm) de ambos controles negativos, y esta se resto a la diferencia de
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absorbancia de cada muestra. Para poder considerar una muestra con “actividad telome-
rasa positiva”, dicha resta debia ser superior a 0,2 unidades de absorbancia. La validacion
de la prueba se podia realizar cuando para el control positivo se obtuviese una AA > 1,5

unidades y los controles negativos tuviesen una AA < 0,2 unidades.

3.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos para los resultados incluidos en esta tesis fueron desarrolla-
dos por el programa estadistico IBM SPSS® Statistics 25. Para poder realizar pruebas
paramétricas 0 no parameétricas, primero se comprobd que las variables cumpliesen las
condiciones de normalidad y homocedasticidad necesarias para ser consideradas como
variables normales a través de la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov. En esta
prueba, un valor de p < 0.05 nos indica que la variable no cumple las condiciones previa-

mente citadas, por lo que seréa analizada como una variable no paramétrica.

La asociacion entre dos variables cuantitativas se evalué mediante los andlisis de co-
rrelacion o regresion: si se trata de dos variables paramétricas se realizé el coeficiente de
correlacion de Pearson, pero para variables no paramétricas se utilizo el coeficiente de
correlacion de Spearman. En ambos casos, se aceptd una asociacion entre ambas variables

si el valor de p < 0,05.

Para determinar la asociacion entre una variable cuantitativa y una variable nominal
0 categdrica, en cada grupo de la variable nominal se compararon las medias de la variable
cuantitativa. Para aquellas variables clasificadas como normales, la asociacion entre estas
medias se determind mediante el test Ilamado t de Student cuando la variable nominal
presentd menos de tres grupos, mientras que, si estaba formada por tres o mas categorias,
el analisis realizado fue el de Analisis de la Varianza 0 ANOVA. Para ambos test, un
valor de p < 0,05 indic6 que las diferencias de las medias fueron estadisticamente signi-
ficativas. Sin embargo, si las variables a analizar no eran paramétricas el analisis estadis-
tico que se empleo fue U de Mann-Whitney para variables categdricas de menos de tres
grupos, mientras que si constaba de 3 0 mas categorias el test empleado fue Kruskal-
Wallis (considerando nuevamente una diferencia entre las medias estadisticamente signi-

ficativa si el valor de p < 0,05). Para dos muestras relacionadas, la diferencia de medias
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se analiz6 mediante la prueba T en caso de ser variables paramétricas, o en su defecto a
través de la prueba de rangos de Wilcoxon si eran no paramétricas. Finalmente, para eva-

luar la existencia de dependencia entre dos variables cualitativas se empled la prueba Chi-
cuadrado o 2, considerando que ambas variables comparten dependencia si el valor de p

<0,05.

Ademas de los anteriores analisis, también se estimaron las curvas de supervivencia
expresadas como Intervalo Libre de Enfermedad o ILE, haciendo referencia al nimero de
meses que transcurre desde la cirugia hasta el momento en que aparece recurrencia tumo-
ral. Para ello se empled el método Kaplan-Meier; las comparaciones se realizaron apli-
cando el test de Log-Rank. En estos estudios sélo se incluyeron aquellos pacientes que
habian sido sometidos a cirugia con intencién curativa, es decir, aquellos pacientes con
tumores colorrectales clasificados como estadios A, B o C de Dukes, quedando excluidos
pacientes con tumores de estadio D de Dukes y aquellos que habian fallecido en el post-
operatorio (valores de supervivencia inferiores a 0,5). El tiempo medio de seguimiento
de la serie fue de 60 meses y se censuraron aquellos pacientes con los que se habia perdido
el contacto antes de este intervalo de tiempo. Ademas, en los casos en los que los analisis
univariables arrojaron diferencias estadisticamente significativas, o al borde de la signi-
ficacion estadistica, se aplico el analisis multivariable de Cox, con el fin de conocer el

impacto de las diferentes variables en el prondstico de los pacientes afectados de CCR.

El punto de corte 6ptimo que permitid diferenciar estadisticamente a una subpobla-
cion de otra con diferente prondstico clinico se calculé mediante la aplicacion electronica
Cutoff Finder (Budczies et al., 2012).
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Resultados

4.1. FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS TUMORALES Y NO
TUMORALES DE PACIENTES AFECTADOS DE CANCER
COLORRECTAL (CCR). RELACION CON EL INDICE DE
MASA CORPORAL

4.1.1. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS DE PA-
CIENTES AFECTADOS DE CANCER COLORRECTAL (CCR)

La evaluacion de la funcion telomérica en los tejidos colorrectales se realizd mediante
el estudio tanto de la longitud telomérica como de la actividad telomerasa de dichos teji-
dos. La Longitud Telomérica Media (LTM) de las muestras de tejidos colorrectales tu-
morales tuvo un valor de 5,84 + 0,17 kb (media  error estandar; 141 casos), y 7,52 +
0,18 kb (media + error estandar; 137 casos) en tejidos colorrectales no tumorales, exis-
tiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos tejidos (p < 0,001; test de
Wilcoxon) (Figura 4.1).

*
__ 8,00 _—
=
= - -
=
8 _—
g 6,00
E —
©
2
@
£ 4,00
o
o
[
]
2 2,00
o
c
o
- p <0,001
100 n -
Tejidos colorrectales Tejidos colorrectales
tumorales no tumorales

Figura 4.1.- Valores medios para la Longitud Telomérica Media (LTM) en tejidos colorrec-
tales tumorales (141 muestras) y no tumorales (137 muestras).
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Una vez conocidos los valores de LTM de los tejidos colorrectales tumorales y no
tumorales, se procedi6 al célculo del Ratio T/N, el cual hace referencia al cociente entre
las LTM de ambos tejidos colorrectales. Este Ratio T/N permitio definir un estado de
acortamiento telomérico en aquellas muestras cuyo valor fue inferior a 1, o manteni-

miento telomérico si dicho valor fue igual o superior a 1.

Para la poblacion considerada en este estudio, el valor medio del Ratio T/N fue de
0,80 £ 0,02 (media + error estandar) en un total de 132 casos para los cuales se pudieron

cuantificar las LTM colorrectales tumorales y no tumorales de los mismos pacientes.

Los resultados de los estudios de correlacién entre los valores de LTM en tejidos co-
lorrectales tumorales y no tumorales se pueden observar en la Figura 4.2, obteniéndose
un valor de r = 0,470 (p < 0,001; Rho de Spearman) y para los que se incluyeron 132

Casos.

12,00 y = 2,03 + 0,51x
10,00
8.00

6,00

4,00

LTM TEJIDOS COLORRECTALES
TUMORALES

2.00 ° ° o p < 0,001

2,50 5,00 7,50 10,00 12,50
LTM TEJIDOS COLORRECTALES NO TUMORALES

Figura 4.2.- Andlisis de correlacion entre la Longitud Telomérica Media (LTM) de los tejidos
colorrectales tumorales y no tumorales. N° casos considerados: 132.

También se realizaron estudios de correlacion entre los valores de LTM de ambos
tejidos colorrectales y la edad de los pacientes, con un valor de r = -0,109 (p = 0,238; Rho
de Spearman) para la LTM de tejidos tumorales (119 casos) y r = -0,206 (p = 0,028; Rho
de Spearman) para la LTM de tejidos no tumorales (114 casos).
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La actividad telomerasa se estudié para un total de 172 pacientes con CCR. En tejidos
tumorales se detectaron 126 casos con actividad telomerasa positiva, lo que implicé una
reactivacion de la actividad telomerasa en el 75% de los casos. En tejidos no tumorales,
los 14 casos detectados con actividad telomerasa positiva (en un total de 91 muestras)
mostraron niveles minimos de esta enzima, correspondiente a un 15% de reactivacion de

la telomerasa.

Al analizar la LTM de tejidos colorrectales tumorales y no tumorales respecto a la
actividad telomerasa, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
ninguno de los tejidos colorrectales estudiados, como se muestra en la Tabla 4.1. La eva-
luacién del Ratio T/N en los casos con actividad telomerasa positiva y negativa tampoco

arrojo diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4.2):

Tabla 4.1.- Valores medios de la Longitud Telomérica Media (LTM) en teji-
dos colorrectales tumorales y no tumorales, en relacién con la actividad telo-

merasa.
N° LTMT? p N° LTM NT? p
casos (Media+EE®) * casos (Media+ EE®) *
ACTIVIDAD 120 594 +£0,19 118 7,68 £0,19
TELOMERASA
NEGATIVA 21 6,32 + 0,49 0,344 22 7,97 £ 0,50 0,435
POSITIVA 99 5,86 +0,21 96 7,61+0,21

!Longitud Telomérica Media tumoral; 2Longitud Telomérica Media no tumoral;
SError Estandar; *U de Mann-Whitney.

Tabla 4.2.- VValores medios del Ratio T/N, en relacion
con la actividad telomerasa.

N° RATIO T/N p
casos (Media+EE!) =

ACTIVIDAD 113 0,79 + 0,02
TELOMERASA
NEGATIVA 20 0,83 +0,04 0,209
POSITIVA 93 0,78 +0,03

'Error Estandar; *U de Mann-Whitney.
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» Validacion de la longitud telomérica mediante PCR cuantitativa (QPCR).

La longitud de los telomeros se analizo, ademas, para un conjunto de muestras inclui-
das en los andlisis citados anteriormente mediante la técnica de PCR cuantitativa (QPCR),
lo que permiti6 tanto validar los resultados de longitud telomérica obtenidos por TRF,
COmO poner a punto una nueva técnica que permita una cuantificacion de longitud de
telomeros mucho méas econdmicay rapida en comparacion con la determinacion por sout-
hern-blot. El analisis de la longitud telomérica mediante gPCR no permite conocer la
medida de los telémeros en valores absolutos, sino que ofrece un valor de longitud rela-

tivo (conocido como Ratio T/S) con respecto a un ADN de referencia.

La técnica se aplicd en los estudios de tejidos colorrectales, tanto en muestras tumo-
rales como en no tumorales, de 28 pacientes. La comparacion entre ambas técnicas se
realizd en base al grado de acortamiento telomérico de cada muestra tumoral con respecto
a su muestra control (Ratio T/N). Para la técnica de la gPCR, el Ratio T/N se definio
como el ratio entre la longitud relativa (Ratio T/S) de los telémeros de tejidos tumorales
y la longitud relativa (Ratio T/S) de los telémeros de tejidos no tumorales. Para los ané-
lisis de correlaciones entre los Ratios T/N obtenidos mediante las técnicas de TRF y
gPCR, los resultados obtenidos fueron normalizados mediante una transformacion loga-
ritmica de la funcion inversa, obteniéndose un valor de r = 0,396 (p = 0,037; Correlacion

de Pearson) (Figura 4.3).
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Figura 4.3.- Andlisis de correlacion entre los Ratios T/N de las longitudes teloméricas de
tejidos tumorales y no tumorales obtenidas mediante TRF y qPCR. N° casos considerados: 28.

4.1.1.1. Longitud telomérica en tejidos colorrectales y variables clinico-pato-

I6gicas.

El comportamiento de la longitud telomérica en tejidos colorrectales tumorales para

las variables clinico-patoldgicas analizadas se muestra en la Tabla 4.3.

Se pudo observar que los tumores colorrectales de estadios avanzados (C y D de
Dukes) mostraron unos valores medios de LTM superiores a los detectados en tumores
de estadios tempranos (estadios A y B). Estos valores fueron de 6,38 + 0,29 kb (media +
error estandar) para tumores de estadios Cy D, y 5,44 + 0,22 kb (media + error estandar)
para tumores de estadios A y B de Dukes, con diferencias estadisticamente significativas
(p = 0,013; Kruskal-Wallis).
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Tabla 4.3.- Valores medios de la Longitud Telomérica Media (LTM) en tejidos co-
lorrectales tumorales, en relacion con las variables clinico-patoldgicas.

No LTM T! p
casos (Media + EE?)
SEXO 141 5,84 + 0,17
MUJER 75 5,57 + 0,23 0,082
HOMBRE 66 6,16 + 0,25 *
ESTADIO DE DUKES 131 5,84 +0,18
A 17 4,96 + 0,37
B 59 5,58 + 0,26 0,052
C 36 6,55 + 0,39 #
D 19 6,08 + 0,42
ESTADIO DE DUKES AGRUPADO 131 5,84 +0,18
A B 76 5,44 + 0,22 0,013
C,D 55 6,38 + 0,29 *
LOCALIZACION 134 5,81 +0,17
TUMORAL
COLON DERECHO 41 5,12 0,22 0,040
COLON IZQUIERDO 30 5,97 + 0,44 #
RECTO 63 6,18 + 0,26

L ongitud Telomérica Media tumoral; Error Estandar; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-
Wallis.

También se detectd que los tumores con un origen en el colon derecho mostraban una
longitud telomérica mas corta (5,12 £ 0,22 kb; media * error estandar) al comparar su
tamafo con tumores originados en el colon izquierdo (5,97 £ 0,44 kb; media + error es-
tandar) o recto (6,18 £ 0,26 kb; media + error estandar), con diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,040; Kruskal-Wallis) (Tabla 4.3).

La Tabla 4.4 recoge los resultados correspondientes a las variables de tumor primario
(T), invasion ganglionar (N) y metastasis (M). Los tumores con elevada invasion local
(T3 y T4) presentaron telomeros mas largos que los tumores de menor invasion (T1y
T2), con diferencias estadisticamente significativas (p = 0,021; U de Mann-Whitney):
valores medios de LTM de 5,72 + 0,26 kb vs. 4,54 £ 0,24 kb (media + error estandar).
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Tabla 4.4.- Valores medios de la Longitud Telomérica Media (LTM) en tejidos
colorrectales tumorales, en relacion con las variables clinico-patologicas.

No LTM T! P
casos (Media + EE?)
TUMOR PRIMARIO (T) 68 5,48 + 0,22
T1 2 3,44 0,21
T2 12 4,73+ 0,23 0,058
T3 44 5,88 + 0,30 #
T4 10 5,05 + 0,42
TUMOR PRIMARIO (T) 68 5,48 + 0,22
AGRUPADO 0,021
T1, T2 14 4,54 + 0,24 *
T3, T4 54 5,72+ 0,26
INVASION GANGLIONAR (N) 76 5,67 0,22
NO 47 5,29 + 0,24
N1 14 6,01 + 0,61 0,232
N2 13 6,71 + 0,66 #
N3 2 5,55 + 0,64
INVASION GANGLIONAR (N) 76 5,67 + 0,22
AGRUPADA 0,080
NO, N1 61 5,45 + 0,23 *
N2, N3 15 6,56 + 0,58
METASTASIS (M) 77 5,55 + 0,21
MO 58 5,38 + 0,24 0,141
M1 19 6,08 + 0,42 *

L ongitud Telomérica Media tumoral; ?Error Estandar; *U de Mann-Whitney; # Krus-
kal-Wallis.

Al comparar los Ratios T/N para las distintas variables clinico-patoldgicas incluidas

en el estudio no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5.- Valores medios del Ratio T/N, en relacion con las variables
clinico-patologicas.

NO RATIO T/N D
casos (Media + EE?)
SEXO 132 0,80 £ 0,02
MUJER 70 0,76 + 0,03 0,069
HOMBRE 62 0,84 + 0,03 *
ESTADIO DE DUKES 122 0,79 % 0,02
A 17 0,72 0,04
B 56 0,78 + 0,03 0,256
C 30 0,86 % 0,05 #
D 19 0,80 + 0,04
LOCALIZACION TUMORAL 125 0,80 0,02
COLON DERECHO 37 0,76 £ 0,03
COLON IZQUIERDO 27 0,74 +0,05 0,076
RECTO 61 0,85 + 0,03 #

Error Estandar; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

4.1.1.2. Actividad telomerasa en tejidos colorrectales y variables clinico-pato-

I6gicas.

La actividad telomerasa se evalud en los tejidos colorrectales tumorales para las dife-
rentes variables clinico-patoldgicas consideradas en el estudio (resultados mostrados en
la Tablas 4.6). Respecto a la localizacion tumoral, en los tumores originados en el colon
derecho se detectd un menor nimero de casos con actividad telomerasa positiva (56,7%);
29 casos de 51) que en tumores generados en colon izquierdo (81,1%; 30 casos de 37) o
en el recto (85,5%; 65 casos de 76). Las diferencias fueron estadisticamente significati-
vas, con un valor de p = 0,001 (test Chi-cuadrado).
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Tabla 4.6.- Actividad telomerasa en tejidos colorrectales tumorales,
en relacion con las variables clinico-patoldgicas.

Ne ACTIVIDAD
casos TELOMERASA p
NEGATIVA POSITIVA *
SEXO 172 43 129
MUJER 86 20 66 0,597
HOMBRE 86 23 63
ESTADIO DE DUKES 162 41 121
A 21 3 18
B 66 16 50 0518
C 44 12 32
D 31 10 21
LOCALIZACION TUMORAL 164 40 124
COLON DERECHO 51 22 29
COLON IZQUIERDO 37 7 30 0001
RECTO 76 11 65

*Test Chi-cuadrado.

En tumores de gran extension hacia capas internas (T3 y T4) se detectd una reactiva-
cién de la enzima en el 60% de los casos (38 casos de 63), en comparacién con el 100%
de casos con actividad telomerasa positiva en tumores sin una invasion tan avanzada (T1
y T2) (13 casos), diferencias que fueron estadisticamente significativas (p = 0,006; test
Chi-cuadrado) (mostrado en la Tabla 4.7)
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Tabla 4.7.- Actividad telomerasa en tejidos colorrectales tumorales,
en relacion con las variables clinico-patoldgicas.

NP ACTIVIDAD
casos TELOMERASA p
NEGATIVA POSITIVA *
TUMOR PRIMARIO (T) 76 25 51
T1 2 0 2
T2 11 0 11
T3 48 16 32 0,010
T4 15 9 6
TUMOR PRIMARIO (T) 76 25 51
AGRUPADO
T1, T2 13 0 13 0,006
T3, T4 63 25 38
INVASION GANGLIONAR 84 27 57
(N)
NO 51 14 37 0,324
N1 17 8 9
N2 16 5 11
METASTASIS (M) 93 30 63
MO 62 20 42 1
M1 31 10 21

*Test Chi-cuadrado.

4.12. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN PACIENTES CON
CANCER COLORRECTAL (CCR) EN RELACION CON EL INDICE
DE MASA CORPORAL (IMC)

Para conocer el posible efecto que el IMC pueda ejercer sobre la funcién telomérica
en los tejidos colorrectales, se analizaron la longitud de los telomeros y la actividad telo-
merasa considerando los diferentes grupos en funcién de su IMC (normopeso, sobrepeso
y obesidad).

Para la LTM, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en relacién

con el IMC (Tabla 4.8 mostrada a continuacion):
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Tabla 4.8.- Valores medios de la Longitud Telomeérica Media (LTM) en tejidos colo-
rrectales tumorales y no tumorales, en relacion con el Indice de Masa Corporal (IMC) de
pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

N° LTM T! pN° LTM NT? p
casos (Media + EE®) casos (Media + EE®)

IMC* 92 5,63 + 0,21 91 7,53+0,21
NORMOPESO 27 565+0,44 0433 27 7,32 + 0,40 0,648
SOBREPESO 39  541+031 " 36 7,73+0,33 i

OBESIDAD 26 5,95 + 0,38 28 7,46 0,41
IMC* AGRUPADO 92 5,63 + 0,21 91 7,53+ 0,21
NORMOPESO 27 565+0,44 0830 27 7,32 + 0,40 0,458
SOBREPESO Y OBESIDAD 65  563+024 64 7.61+0,26 *
IMC* AGRUPADO 92 5,63 + 0,21 91 7,53+ 0,21
OBESIDAD 26 595+0,38 0,210 28 7,46 +0,41 0,853
NORMOPESO 66  551+026 63 7,55+ 0,25 *

Y SOBREPESO

lLong'itud Telomérica Media tumoral; 2Longitud Telomérica Media no tumoral; *Error Estan-
dar; “Indice de Masa Corporal; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

Los resultados para el Ratio T/N (mostrados en la Tabla 4.9) indicaron que los pa-
cientes con obesidad tenian valores mas elevados (0,84 + 0,05; media + error estandar)
que los pacientes con normopeso y sobrepeso (0,74 + 0,03; media * error estandar), con

diferencias al limite de la significacion estadistica (p = 0,064; U de Mann-Whitney).

Tabla 4.9.- Valores medios del Ratio T/N, en relacion con el in-
dice de Masa Corporal (IMC) de pacientes afectados de Cancer
Colorrectal (CCR).

N© RATIO T/N p
casos (Media + EE?)

IMC? 88 0,77 0,02
NORMOPESO 27 0,77+0,04 0,142
SOBREPESO 35 0,73+0,04 #

OBESIDAD 26 0,84 + 0,05
IMC2 AGRUPADO 88 0,77 0,02
NORMOPESO 27 0,77+0,04 0,860
SOBREPESO Y OBESIDAD 61 0,78 + 0,03 *
IMC?2 AGRUPADO 88 0,77 £ 0,02
OBESIDAD 26 0,84 + 0,05 0,264

NORMOPESO Y SOBREPESO 62 0,74 + 0,03

LError Estandar; 2indice de Masa Corporal; *U de Mann-Whitney; #
Kruskal-Wallis.
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Los resultados de los analisis de correlacion entre la LTM de tejidos colorrectales
tumorales y no tumorales en pacientes con normopeso, sobrepeso y obesidad se indican
en la Figura 4.4, con valores de r = 0,793 (p < 0,001; Rho de Spearman) para pacientes
con normopeso, r = 0,386 (p = 0,022; Rho de Spearman) para pacientes con sobrepeso, y

r=0,417 (p = 0,034; Rho de Spearman) para pacientes con obesidad.

La actividad telomerasa no mostro diferencias estadisticamente significativas en el
numero de casos con reactivacion de la telomerasa entre los grupos de pacientes con nor-

mopeso, sobrepeso y obesidad (Tabla 4.10).
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Figura 4.4.- Analisis de correlacion entre la Longitud Telomérica Media (LTM) de tejidos
colorrectales tumorales y no tumorales en pacientes con normopeso (A), sobrepeso (B) y obe-
sidad (C) afectados de Cancer Colorrectal (CCR). N° casos considerados: 27, 35y 26, res-
pectivamente.
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Tabla 4.10.- Actividad Telomerasa en tejidos colorrectales tumora-
les, en relacidn con el Indice de Masa Corporal (IMC) de pacientes

afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

No° ACTIVIDAD
casos TELOMERASA p
NEGATIVA POSITIVA *
IMC? 113 32 81
NORMOPESO 29 8 21 0,908
SOBREPESO 52 14 38
OBESIDAD 32 10 22
IMC! AGRUPADO 113 32 81
NORMOPESO 29 8 21 0,919
SOBREPESO Y OBESIDAD 84 24 60
IMC! AGRUPADO 113 32 81
OBESIDAD 32 10 22 0,664
NORMOPESO Y SOBREPESO 81 22 59
!indice de Masa Corporal; *test Chi-cuadrado.
4.1.2.1. Longitud telomérica en tejidos de pacientes afectados de Cancer Co-

lorrectal (CCR) en relacién con las variables clinico-patoldgicas y el

indice de Masa Corporal (IMC).

El estudio del tamafio de los telémeros con respecto al IMC para las diferentes varia-
bles clinico-patoldgicas se llevo a cabo mediante el analisis de la LTM tumoral dentro de

cada grupo de pacientes con normopeso, sobrepeso y obesidad.

En tejidos tumorales, las diferencias entre la LTM para las variables clinico-patol6gi-
cas en funcion de cada grupo de IMC no fueron estadisticamente significativas (datos
mostrados en la Tabla 4.11). En pacientes con normopeso, los tumores de estadios avan-
zados (C y D de Dukes) mostraron una LTM mas elevada que los tumores de estadios
tempranos (estadios A y B), y también se observo que los tumores originados en colon
izquierdo tuvieron una longitud telomeérica superior que los de colon derecho o recto,

aunque ambas diferencias no alcanzaron valores de significacion estadistica (p = 0,084 y

0,098; U de Mann Whitney y Kruskal-Wallis, respectivamente).
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Tabla 4.11.- Valores medios de la Longitud Telomérica Media (LTM) en tejidos colorrectales
tumorales, en relacion con las variables clinico-patolégicas en pacientes con normopeso, sobrepeso
y obesidad, afectados de Céancer Colorrectal (CCR).

IMC! NORMOPESO IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD

o | LTMT e | LTMT o | LTMT

€asos (Media + EE®) P casos (Media + EE®) P casos (Media + EE®)

SEXO 27 565:044 30 541%031 26 595038
MUJER 13 510+058 0169 19 543+042 0555 19 566+046 0,193
HOMBRE 14 616+064 * 20 539+048 * 7  676+065 *
ESTADIO DE DUKES 27 5,65 0,44 39 541%031 25 599+ 040
A 4 445+036 3 3914039 5  528+106
B 12 497+042 0353 28 541+038 0163 10 613+058 0,603
C 10 6954096 # 7 629+074 # 9  609+072 #
D 1 5,63 1 3,64 1 7.2
ESTADIODEDUKES o7 565,044 39 541+031 25 5,99+ 0,40
AGRUPADO
A B 16 484+033 0084 31 527+035 0404 15 584+051 0,579
C.D 11 683+088 * 8 595+072 * 10 620+066 *
LOCALIZACION
MoRAL 27 5654044 39 541+031 25 599040

COLON DERECHO 8 456+043 0,098 13 537+045 0,784 8 522+0,49 0,333
COLON IZQUIERDO 9 6,88 +0,98 # 13 5,01+0,48 # 5 5,89+0,89 #
RECTO 10 542+0,61 13 5,84 +£0,69 12 6,54+0,66

'indice de Masa Corporal; 2Longitud Telomérica Media tumoral; *Error Estandar; *U de Mann-
Whitney; # Kruskal-Wallis.

Los analisis para el Ratio T/N tampoco mostraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas para las variables clinico-patoldgicas en ninguno de los tres grupos de IMC,
como se indica en la Tabla 4.12.
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Tabla 4.12.- Valores medios del Ratio T/N, en relacion con las variables clinico-patoldgicas en
pacientes con hormopeso, sobrepeso y obesidad, afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

IMC* NORMOPESO IMC' SOBREPESO IMC' OBESIDAD
No  RATIO TIN Ne  RATIO T/N Ne RATIO T/N
casos (Media+EE?) P casos (Media+EE) P casos (Media+EEY) P
SEXO 27 0,77 +0,04 35  0,73+0,04 26 0,84 +0,05
MUJER 13 0,71+005 0,133 18 074+006 0644 19 080+0,05 0,470
HOMBRE 14  0,82+0,05 * 17 0,71+0,05 * 7 096+0,13 *
ESTADIO DE
DUKES 27  0,77+0,04 35  0,73+0,04 25 0,84 +0,06
A 4  075+005 0545 3 062+001 0371 5 0,75+0,08 0,710
B 12 0,76+0,05 # 27  071+0,05 # 10 085+0,06 #
C 10 0,80 0,06 4 0,89 + 0,09 9  0,87+0,13
D 1 0,5 1 0,82 1 0,95
LOCALIZACION
TUMORAL 27  0,77+0,04 35  0,73+0,04 25 0,84 +0,06
COLONDERECHO 8 0,74 +0,05 10  0,75+0,09 8  0,800,07
COLON IZQUIERDO 9 0,78+0,07 0906 12 062+006 0124 5 080011 0,776
RECTO 10 0,77 +0,06 # 13 0,80+0,04 # 12 0,88+0,10 #

'indice de Masa Corporal; %Error Estandar; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

4.1.2.2. Actividad telomerasa en tejidos de pacientes afectados de Cancer Co-
lorrectal (CCR) en relacién con las variables clinico-patoldgicas y el
Indice de Masa Corporal (IMC).

La actividad telomerasa también fue estudiada para las diferentes variables clinico-
patoldgicas en relacion con el IMC, analizdndose dentro de cada grupo de pacientes con
normopeso, sobrepeso y obesidad. Los resultados se recogen en la Tabla 4.13.

En la poblacion de pacientes con sobrepeso, se detecté un menor nimero de casos con
actividad telomerasa positiva en tumores originados en el colon derecho frente a los de
colon izquierdo o recto: 52,6% de reactivacion (10 casos de 19) para tumores originados
en colon derecho; 93,8% (15 casos de 16) para los de colon izquierdo, y 76,5% (13 casos
de 17) para tumores de recto (p = 0,022; test Chi-cuadrado). En pacientes con obesidad,
se observd que los tumores con un origen en el recto reactivaban en un porcentaje superior
la telomerasa (87,5%; 14 casos de 16) en comparacion con los de colon derecho (50%; 5
casos de 10) o izquierdo (40%; 2 casos de 5), con diferencias que también fueron estadis-

ticamente significativas (p = 0,048; test Chi-cuadrado).
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Resultados

En la Tabla 4.14 se incluyen los resultados obtenidos para la actividad telomerasa en
relacion con el IMC para las variables de tumor primario (T), invasion ganglionar (N) y
metastasis (M). Para los pacientes con sobrepeso se detectd que los tejidos tumorales
reactivaron la telomerasa en un 87% de los casos (20 casos de 23) en el caso de tumores
sin invasion ganglionar (NO), en comparacion con una reactivacion en el 33% (2 casos de
6) y 60% (3 casos de 5) de los casos en tumores con invasion ganglionar (tipo N1y N2,
respectivamente). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p = 0,023; test
Chi-cuadrado).

Por su parte, en pacientes con obesidad se detecté un mayor porcentaje de reactivacion
de la enzima telomerasa en tumores con poca invasion hacia tejidos cercanos (T1y T2)
(100%; 4 casos totales) en comparacion con tumores de elevada invasion (T3 y T4)
(35,7%; 5 casos de 14), mostrando diferencias estadisticamente significativas entre si y
con un valor de p = 0,023 (test Chi-cuadrado). También, en pacientes con obesidad, los
tumores con invasion ganglionar (N2) reactivaron en una proporcion mayor la enzima
telomerasa, detectdndose un 100% de casos con actividad telomerasa positiva (4 casos),
frente a los tumores con menor grado de invasion ganglionar (NO y N1) (41,2%; 7 casos
de 17) (p = 0,034; test Chi-cuadrado). Todos estos resultados se indican en la Tabla 4.14.
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4.1.3. ESTUDIOS PRONOSTICO EN PACIENTES AFECTADOS DE CAN-
CER COLORRECTAL (CCR) EN RELACION CON LA FUNCION
TELOMERICA E INDICE DE MASA CORPORAL (IMC)

Las curvas de supervivencia referentes a los estudios pronostico incluidos en esta Te-
sis, para un total de 140 pacientes analizados, se expresaron en base al Intervalo Libre de
Enfermedad (ILE), haciendo referencia al nimero de meses que transcurre desde la ciru-
gia hasta la aparicion de recidivas (tiempo se seguimiento medio de 60 meses). Aquellos
pacientes que no recidivaron durante dicho periodo o con los que se perdi6 el contacto
antes del intervalo de tiempo establecido, fueron censurados. Por su parte, los sujetos con
canceres en estadio D o fallecidos durante el periodo postoperatorio se excluyeron de los

estudios.

La identificacion del posible papel que la longitud telomérica puede tener como factor
prondstico en el CCR es uno de los objetivos principales de esta tesis. Comenzando con
la LTM de los tejidos tumorales, el primer paso fue calcular un punto de corte que divi-
diese a la poblacion en dos subgrupos con diferente pronostico clinico. A través de la
aplicacion Cutoff Finder, este punto de corte se situ6 en un valor medio de LTM de 6,5
kb, generandose asi dos poblaciones con diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al pronostico clinico: los pacientes con tumores con una LTM tumoral inferior a
6,5 kb tuvieron una mejor evolucién clinica de la enfermedad que los pacientes con tel6-
meros tumorales mas largos, con un valor de p = 0,002 (Log-Rank). Para este estudio de
supervivencia se consideraron 110 pacientes: en el subgrupo de pacientes con una LTM
tumoral inferior a 6,5 kb (73 pacientes) se observaron 3 casos que recidivaron, en com-
paracion con el subgrupo con tumores de LTM tumoral igual o superior a 6,5 kb (36
pacientes), que tuvo 8 casos de recurrencia tumoral. Las curvas de supervivencia son las

representadas en la Figura 4.5.
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Figura 4.5.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la Longitud Telomérica
Media Tumoral (LTM T) de tejidos colorrectales en pacientes afectados de Cancer Colorrectal
(CCR).

Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.

Para comprobar si estas diferencias en el prondstico son independientes de otras va-
riables clinico-patolégicas relacionadas con la progresion de la enfermedad, como puede
ser el estadio de Dukes (el andlisis univariable indicé una asociacion entre el estadio de
Dukes y el pronostico clinico de los pacientes, con un valor de p < 0,001), se realizo el
analisis multivariable de Cox (recogido en la Tabla 4.15), el cual confirm6 que la mejora
en la evolucion del CCR de pacientes con una LTM tumoral inferior a 6,5 kb es indepen-
diente del estadio de Dukes, protegiendo hasta casi 5 veces de la recidiva (RR = 0,220) a
aquellos pacientes con tumores de dicho tamafio telomérico (p = 0,026; Regresion de
Cox).
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Tabla 4.15.- Analisis multivariable de Cox considerando el estadio
de Dukes y la Longitud Telomérica Media Tumoral (LTM T) en pa-
cientes afectados de Céancer Colorrectal (CCR).

p RR* |C**

Estadio de Dukes (Ay B vs. C) 0,015 0,047 0,006 -0,370
LTM T! (< 6,5 kb vs. > 6,5 kb) 0,026 0,022 0,058 -0,833

*Riesgo Relativo; “Intervalo de Confianza; !Longitud Telomérica Media
tumoral.

A continuacion, se procedio al estudio de la posible implicacion que los tejidos colo-
rrectales no tumorales pueden tener en la evolucion del CCR. Se calcul6 un punto de corte
critico para la LTM no tumoral que generase dos subpoblaciones con prondstico clinico
diverso, registrandose un valor de 7,1 kb: aquellos pacientes con una LTM no tumoral
inferior a 7,1 kb tuvieron una mejor evolucién clinica que los pacientes con valores de
LTM no tumoral iguales o superiores, diferencias que fueron estadisticamente significa-
tiva (p = 0,009; Log-Rank). Para este estudio, se analizaron 104 pacientes, dentro de los
cuales el subgrupo con una LTM no tumoral inferior a 7,1 kb (49 pacientes) sélo tuvo 1
caso de recidiva tumoral, y en el subgrupo con LTM no tumoral igual o superior a 7,1 kb

(55 pacientes) se identificaron 9 eventos de recaida de la enfermedad (Figura 4.6).
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Figura 4.6.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la Longitud Telomérica
Media No Tumoral (LTM NT) de tejidos colorrectales en pacientes afectados de Cancer Co-
lorrectal (CCR).

Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.

El analisis multivariable de Cox demostro que los telomeros de tejidos colorrectales
no tumorales méas acortados (LTM no tumoral inferior a 7,1 kb) confieren al paciente un
mejor pronostico independientemente del estadio de Dukes del tumor, otorgando una pro-
teccidn frente a la recidiva de hasta casi 10 veces (RR = 0,111) (p = 0,038; Regresién de
Cox) (Tabla 4.16).

Tabla 4.16.- Analisis multivariable de Cox considerando el estadio de
Dukes y la Longitud Telomérica Media No Tumoral (LTM NT) en pa-
cientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

p RR* |C**
Estadio de Dukes (Ay B vs. C) 0,009 0,039 0,005 0,312
LTM NT! (< 7,1 kb vs. > 7,1 kb) 0,038 0,111 0,014 - 0,882

*Riesgo Relativo; ““Intervalo de Confianza; ‘Longitud Telomérica Media no
tumoral.
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Los estudios prondstico para la actividad telomerasa, representados en la Figura 4.7,
revelaron una evolucion clinica similar entre las subpoblaciones de pacientes con tumores
que reactivaron o no la actividad telomerasa, sin diferencias estadisticamente significati-
vas (p = 0,873; Log-Rank): se evaluaron un total de 127 pacientes, en los cuales el sub-
grupo de pacientes con tumores sin actividad telomerasa (30 individuos) mostré 4 casos
de recaida tumoral, y en el subgrupo de pacientes con tumores con actividad telomerasa

positiva (97 pacientes) se detectaron 12 eventos de recidiva.
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Figura 4.7.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la actividad telomerasa
en tejidos tumorales en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.

La implicacién del IMC en el prondstico clinico también fue evaluada en este trabajo.
Para ello, se compararon entre si los tres grupos establecidos para el IMC. Las curvas de
supervivencia que compararon los tres grupos de IMC, representadas en la Figura 4.8,
no indicaron diferencias significativas en el prondstico clinico entre los tres subgrupos
analizados (p = 0,892; Log-Rank). Para este analisis se incluyeron 110 pacientes: el sub-

grupo de pacientes con normopeso (30 pacientes) mostro 3 casos de recidiva, en el
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subgrupo de pacientes con sobrepeso (49 pacientes) se detectaron 5 eventos de recaida, y
en el subgrupo de pacientes con obesidad (31 pacientes) se observaron 4 casos de recu-

rrencia tumoral.
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Figura 4.8.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando pacientes con normo-
peso, sobrepeso y obesidad, afectados de Céancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.

Para identificar un posible valor de IMC que permitiese identificar grupos de pacien-
tes con pronostico clinico distinto, se procedi6 a calcular el punto de corte 6ptimo que
generase dos subpoblaciones con una evolucion clinica diferente, a través de la aplicacién
Cutoff Finder. Este punto de corte se localiz6 en un valor de IMC de 31,85 kg/m?, indi-
cando que aquellos pacientes con un IMC inferior tuvieron un mejor pronostico clinico
que los pacientes con valores de IMC iguales o superiores, con diferencias estadistica-
mente significativa (p = 0,041; Log-Rank). En el analisis se consideraron 110 individuos,
identificandose en el subgrupo de pacientes con IMC inferior a 31,85 kg/m? (99 indivi-
duos) hasta 9 casos de recaida de la enfermedad, frente a los 3 casos de recidiva que se
detectaron en el subgrupo de pacientes con un IMC igual o superior a 31,85 kg/m? (11

individuos) (Figura 4.9, a continuacion).
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Figura 4.9.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando un Indice de Masa Cor-
poral (IMC) de 31,85 kg/m? en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.

Sin embargo, el analisis multivariable de Cox no permitio establecer al IMC como un

factor de prondstico independiente del estadio de Dukes, ya que se obtuvo un valor de p
= 0,085 (regresion de Cox), (Tabla 4.17).

Tabla 4.17.- Analisis multivariable de Cox considerando el estadio de
Dukes y el Indice de Masa Corporal (IMC) en pacientes afectados de
Cancer Colorrectal (CCR).

p RR* IC**

Estadio de Dukes (Ay B vs. C) 0,007 0,037 0,005-0,290
IMC! (< 31,85 kg/m? vs. > 31,85 kg/m? 0,085 0,314 0,084 —-1,17

*Riesgo Relativo; **Intervalo de Confianza; ‘indice de Masa Corporal.

Seguidamente se procedid a analizar el papel del IMC en el prondstico clinico en

funcion del

sexo de los pacientes. En varones (representado en la Figura 4.10), un valor

de IMC inferior a 31,85 kg/m? se relacion6 con un mejor pronostico clinico que valores
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de IMC iguales o superiores (p = 0,026; Log-Rank). Este estudio de supervivencia incluy6
a 50 pacientes varones, con 4 casos de recidiva tumoral en el subgrupo de pacientes con
IMC inferior a 31,85 kg/m? (45 individuos), y 2 eventos de recaida en el subgrupo con

IMC igual o superior a 31,85 kg/m? (5 individuos).
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Figura 4.10.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando un valor de indice de
Masa Corporal (IMC) de 31,85 kg/m? en pacientes varones afectados de Cancer Colorrectal
(CCR).

Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.

En el grupo de pacientes varones, el analisis multivariable de Cox indic6 que el IMC
no es factor prondstico independiente del estadio Dukes para el pronéstico del CCR (p =

0,377; regresion de Cox), como se muestra en la Tabla 4.18.
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Tabla 4.18.- Analisis multivariable de Cox considerando el estadio de
Dukes y el Indice de Masa Corporal (IMC) en pacientes varones afec-
tados de Céncer Colorrectal (CCR).

p RR* T

Estadio de Dukes (Ay B vs. C) 0,140 0,106 0,011-0,976
IMC* (< 31,85 kg/m?vs. > 31,85 kg/m?) 0,377 0,452 0,078 — 2,630

*Riesgo Relativo; **Intervalo de Confianza; ‘indice de Masa Corporal.

En mujeres, el desarrollo de la enfermedad no mostré diferencias estadisticamente
significativas para un valor de IMC inferior o superior a 31,85 kg/m? (p = 0,529; Log-
Rank). Este analisis cont6 con 60 pacientes mujeres, con 5 casos de recurrencia tumoral
en el subgrupo de pacientes con IMC inferior a 31,85 kg/m? (54 pacientes), frente a un
unico evento de recidiva en el subgrupo de pacientes con IMC igual o superior (6 pacien-

tes). Las curvas de supervivencia se indican en la Figura 4.11:
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Figura 4.11.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando un valor de indice de
Masa Corporal (IMC) de 31,85 kg/m? en pacientes mujeres afectadas de Cancer Colorrectal
(CCR).

Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.
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Una vez identificado el valor de IMC que confiere distinta evolucion de la enferme-
dad, se procedio a analizar si el papel protector que los telémeros cortos otorgaban, tanto
en los tejidos colorrectales tumorales como en los no tumorales, se mantenia dentro de
pacientes con IMC inferior e igual o superior a 31,85 kg/m?. Considerando individuos
con IMC inferior a 31,85 kg/m?, el acortamiento telomérico tumoral (LTM tumoral infe-
rior a 6,5 kb) siguié relacionandose con una mejor evolucion clinica, con diferencias es-
tadisticamente significativas (p = 0,026; Log-Rank). En este estudio de supervivencia
fueron incluidos 79 pacientes: el subgrupo de pacientes con LTM tumoral inferior a 6,5
kb (57 pacientes) solo tuvo 2 eventos de recaida tumoral, frente a 4 casos de recidiva
registrados en el subgrupo con LTM tumorales superiores (22 pacientes). Estos resultados

se indican en la Figura 4.12:
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Figura 4.12.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la Longitud Telomérica
Media Tumoral (LTM T) de tejidos colorrectales en pacientes con indice de Masa Corporal
(IMC) inferior a 31,85 kg/m? afectados de Céancer Colorrectal (CCR).

Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.

En este grupo de pacientes, el analisis multivariable de Cox mostré que una LTM

tumoral inferior a 6,5 kb es un factor pronoéstico independiente del estadio de Dukes,
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proporcionando una proteccion de mas de 6 veces frente a la recaida tumoral que telome-

ros mas largos (p = 0,037; regresion de Cox) (Tabla 4.19):

Tabla 4.19.- Analisis multivariable de Cox considerando el estadio
de Dukes y la Longitud Telomérica Media Tumoral (LTM T) en pa-
cientes con IMC inferior a 31,85 kg/m?, afectados de Cancer Colo-
rrectal (CCR).

P RR* |C**

Estadio de Dukes (Ay B vs. C) 0,043 0,062 0,007 — 0,544
LTM T (< 6,5 kb vs. > 6,5 kb) 0,037 0,160 0,029 -0,893

*Riesgo Relativo; “Intervalo de Confianza; !Longitud Telomérica Media
tumoral.

En el mismo grupo de pacientes (IMC inferior a 31,85 kg/m?), las dos subpoblaciones
resultantes de la aplicacién del punto de corte obtenido en la LTM no tumoral (7,1 kb) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si con respecto a la evolucion
clinica de la enfermedad (p = 0,105; Log-Rank). Se consideraron 78 pacientes, con un
solo caso de recidiva en el subgrupo de LTM no tumoral inferior a 7,1 kb (36 pacientes),
y 5 casos de recurrencia en el subgrupo de pacientes con LTM no tumoral igual o superior

a 7,1 kb (42 pacientes). Las curvas de supervivencia se muestran en la Figura 4.13:
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Figura 4.13.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la Longitud Telomérica
Media No Tumoral (LTM NT) de los tejidos colorrectales en pacientes con Indice de Masa
Corporal (IMC) inferior a 31,85 kg/m? en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n°® casos que recidivan/n® casos totales.

Para la poblacion con IMC igual o superior a 31,85 kg/m?, ninguno de los puntos de
corte obtenidos respecto a la LTM tumoral (6,5 kb) y no tumoral (7,1 kb) permitieron
detectar subpoblaciones con diferencias estadisticamente significativas en el prondstico

clinico (p = 0,157 para LTM tumoral y p = 0,295 para LTM no tumoral; Log-Rank).

En el estudio de la LTM tumoral de tejidos colorrectales se analizaron un total de 8
pacientes, sin ningun caso de recidiva en el subgrupo de pacientes con una LTM tumoral
inferior a 6,5 kb (4 pacientes), y 2 eventos de recaida de la enfermedad en el subgrupo
con una LTM mayor (4 pacientes), tal y como se representa en la Figura 4.14:
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Figura 4.14.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la Longitud Telomérica
Media Tumoral (LTM T) de tejidos colorrectales en pacientes con indice de Masa Corporal
(IMC) igual o superior a 31,85 kg/m? afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.

Para la LTM no tumoral, los estudios de supervivencia en pacientes con IMC igual o
superior a 31,85 kg/m? incluyeron 8 pacientes, sin ningtin caso de recidiva en el subgrupo
de pacientes con LTM no tumoral inferior a 7,1 kb (3 pacientes), y 2 casos de recurrencia

en el subgrupo con LTM no tumoral igual o superior a 7,1 kb (5 pacientes) (Figura 4.15).
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Figura 4.15.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la Longitud Telomérica
Media No Tumoral (LTM NT) de tejidos colorrectales en pacientes con indice de Masa Cor-
poral (IMC) igual o superior a 31,85 kg/m? afectados de Céancer Colorrectal (CCR).

Entre paréntesis: n°® casos que recidivan/n® casos totales.

4.2. FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS ADIPOSOS VISCE-
RALES Y SUBCUTANEOS DE INDIVIDUOS CON Y SIN
CANCER COLORRECTAL. RELACION CON EL INDICE
DE MASA CORPORAL

42.1. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS ADIPO-
SOS VISCERALES (TAV) Y SUBCUTANEQOS (TAS) DE INDIVIDUOS
CON Y SIN CANCER COLORRECTAL

De forma similar al andlisis de los tejidos colorrectales, la evaluacion de la funcion
telomérica en los tejidos adiposos se llevo a cabo mediante el estudio de la longitud telo-
mérica y de la actividad telomerasa, en los tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcuta-

neos (TAS) de la poblacién total incluida en el trabajo.
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Para el Ratio T/S, los datos obtenidos fueron similares entre los dos tejidos que se
comparan, mostrando unos valores de media * error estandar de 0,93 + 0,05 en los TAV
(126 casos) y 0,92 + 0,05 en los TAS (118 casos) (p = 0,752; test de Wilcoxon). Los
resultados del estudio de correlacion realizado entre los Ratios T/S de TAV y los TAS,
para un total de 111 casos, se muestran en la Figura 4.16 (r = 0,470, p < 0,001; Rho de
Spearman).
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Figura 4.16.- Andlisis de correlacién entre el Ratio T/S de los tejidos adiposos viscerales
(TAV) y subcutaneos (TAS). N° casos considerados: 111.

Los estudios de correlacion entre el Ratio T/S y la edad en el total de la poblacion
analizada para tejidos adiposos indicaron un valor de r = 0,031 (p = 0,733; Rho de Spear-
man) para TAV (123 casos) y un valor de r = -0,021 (p = 0,820; Rho de Spearman) para
TAS (115 casos).

El andlisis de la actividad telomerasa se realiz6 en un total de 148 muestras para TAV
y para TAS. En el primer caso se observé una reactivacion de la actividad telomerasa en
el 20,3% de las muestras analizadas (30 casos con actividad telomerasa positiva de 148
casos totales), frente a una reactivacion de la actividad telomerasa del 10,1% en el grupo

de TAS (15 casos con actividad telomerasa positiva de 148 casos totales).
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A continuacion, se procedié al analisis del Ratio T/S en los casos con actividad telo-
merasa positiva y negativa en ambos tipos de tejido adiposo, sin observarse en ninguno
de los tejidos adiposos estudiados diferencias estadisticamente significativas para la acti-
vidad telomerasa (p = 0,061 para TAV y p = 0,367 para TAS; U de Mann-Whitney) (Ta-
bla 4.20).

Tabla 4.20.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales
(TAV) y subcuténeos (TAS), en relacién con la actividad telomerasa.

TAV! TAS?
N° Ratio T/S p Ne° Ratio T/S p
casos (Media + EE®) *  casos (Media+EE®) *
ACTIVIDAD 115 0,92 £ 0,05 112 0,94 £ 0,05
TELOMERASA
NEGATIVA 88 0,96 = 0,06 0,061 g7 0,92+0,05 0484
POSITIVA 27 0,77 £0,10 15 1,04 £0,14

Tejidos adiposos viscerales; ?Tejidos adiposos subcutaneos; Error estandar; *U de
Mann-Whitney.

4.2.2. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS ADIPO-
SOS VISCERALES (TAV) Y SUBCUTANEOS (TAS) EN RELACION
CON EL iNDICE DE MASA CORPORAL (IMC)

Atendiendo a los resultados obtenidos para el Ratio T/S, observamos que los TAS de
individuos con normopeso presentaron un Ratio T/S superior (1,21 £ 0,16; media + error
estandar) al encontrado en los mismos tejidos de individuos con mayor valor de IMC
(0,89 + 0,05; media * error estandar), como se detalla en la Tabla 4.21, siendo las dife-
rencias estadisticamente significativas (p = 0,046; U de Mann-Whitney). Por su parte, en
los TAV no se detectaron diferencias significativas para los valores de Ratio T/S entre

los tres grupos de clasificacion de IMC.
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Tabla 4.21.- Valores medios del Ratio T/S de los tejidos adiposos viscerales
(TAV) y subcuténeos (TAS), en relacién con el Indice de Masa Corporal (IMC).

TAV! TAS?

Ne Ratio T/S p N° Ratio T/S p
casos (Media + EE?®) casos (Media + EE®)

IMC* 126 0,93 +0,05 118 0,92 +0,05
NORMOPESO 14 1,05+0,20 0813 14 121+0,16 0129
SOBREPESO 50 092+007 ¥ 45 090+009

OBESIDAD 62  0,91+0,08 59 0,87 +0,06
IMC* AGRUPADO 126 0,93 +0,05 118 0,92 +0,05
NORMOPESO 14 1,05+0,20 0574 14 121+0,16 0,046
SOBREPESO Y OBESIDAD 112 0,91+0,06 104 089+005
IMC* AGRUPADO 126 0,93 +0,05 118 0,92 +0,05
OBESIDAD 62 091+008 0626 59 0,87+0,06 0675
NORMOPESO Y SOBREPESO 64 095+007 59 098+008

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; *Error estandar; “indice de
Masa Corporal; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

Los analisis de correlacion para Ratios T/S entre TAV y TAS indicaron una correla-
cion positiva tanto en el grupo de individuos con sobrepeso (45 casos analizados) como
en el grupo de individuos con obesidad (53 casos analizados), con un valor de coeficiente
de correlacién de r = 0,467 en el primer grupo y r = 0,436 en el segundo grupo (p = 0,001,

en ambos casos) (Figura 4.17).
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Figura 4.17.- Analisis de correlacion entre el Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV)
y subcutaneos (TAS) en el grupo de individuos con sobrepeso (A) y obesidad (B). N° casos
considerados: 45y 53, respectivamente.

La actividad telomerasa también se estudio en ambos tejidos adiposos para los distin-
tos grupos de IMC (Tabla 4.22). Los TAV de individuos con obesidad reactivaron la
telomerasa en menor proporcion (12,6%; 11 de 87 casos) que los individuos con normo-
peso (20%; 3 de 15 casos) y sobrepeso (34,8%; 16 de 46 casos), siendo las diferencias

estadisticamente significativas (p = 0,010; test Chi-cuadrado). Las diferencias
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encontradas para los TAS, por su parte, no fueron estadisticamente significativas para la

reactivacion de la telomerasa entre los grupos de IMC estudiados.

Tabla 4.22.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcutaneos
(TAS), en relacion con el Indice de Masa Corporal (IMC).

TAV! TAS?
NP ACTIVIDAD pN° ACTIVIDAD P
casos TELOMERASA *  casos TELOMERASA *
NEGATIVAPOSITIVA NEGATIVA POSITIVA
IMC* 148 118 30 148 133 15
NORMOPESO 15 12 3 16 16 0
SOBREPESO 46 30 16 0010 44 37 8 0,078
OBESIDAD 87 76 11 87 80 7

Tejidos adiposos viscerales; *Tejidos adiposos subcutaneos; *Actividad telomerasa; *indice de
Masa Corporal; *Test Chi-cuadrado.

Cuando se comparo el Ratio T/S en funcidn de la reactivacion de la actividad telome-
rasa, los resultados no indicaron diferencia alguna para ninguno de los dos tejidos adipo-
sos estudiados (indicado en las Tablas 4.23 y 4.24).

Tabla 4.23.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV), en
relacion con el indice de Masa Corporal (IMC) y con la actividad telomerasa.
IMC' NORMOPESO IMC' SOBREPESO IMC' OBESIDAD
N° Ratio T/S p N° Ratio T/S p N°  Ratio T/S p
casos (Media+ EE?) *  Casos (Media+EE?) * Caso (Media+EE?) *

ACTIVIDAD
TELOMERASA 13 1,11+0.21 43 0,90+0,08 59 0,89+0,08
NEGATIVA 11 1,19+024 023 28 096+0,10 0165 49 091+0,08 0,317
POSITIVA 2 0,66+0,19 15 0,78+0,12 10 0,78+0,20

Yindice de Masa Corporal; %Error estandar; *U de Mann-Whitney.
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Tabla 4.24.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos subcutaneos (TAS), en
relacion con el indice de Masa Corporal (IMC) y con la actividad telomerasa.
IMC' NORMOPESO IMC' SOBREPESO IMC' OBESIDAD
No© Ratio T/S P N Ratio T/S p No Ratio T/S p
casos (Media + EE) * casos (Media+EE®) * casos (Media+EE?) *
ACTIVIDAD

14 1,21 +0,16 40 0,92+0,09 58 0,89+0,06
TELOMERASA
NEGATIVA 14 1,21+0,16 - 32 088+010 0,710 51 087%0,06 0,424
POSITIVA - - 8 1,06 + 0,23 7 1,01+0,16

Yindice de Masa Corporal; 2Error estandar; *U de Mann-Whitney.

4.2.3. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS ADIPO-
SOS VISCERALES (TAV) Y SUBCUTANEOS (TAS), EN RELACION
CON EL DESARROLLO DE CANCER COLORRECTAL (CCR)

Para estudiar una posible relacion entre la funcion telomérica en TAV y TAS y el
desarrollo de Céncer Colorrectal, se compararon la longitud telomérica relativa y la acti-
vidad telomerasa de ambos tejidos entre los grupos de individuos diagnosticados y no
diagnosticados de este tipo tumoral. Los resultados para el Ratio T/S, mostrados en la
Figura 4.18, indicaron una asociacion significativa entre el desarrollo de CCR y el man-
tenimiento telomérico en tejidos adiposos: los TAV de pacientes diagnosticados de CCR
tuvieron unos valores medios de Ratio T/S de 1,08 + 0,08 (media + error estandar), frente
a valores medios de 0,77 = 0,06 (media + error estandar) en el grupo de individuos sin
CCR (p = 0,007; U de Mann-Whitney). En los TAS, los valores medios del Ratio T/S
fueron de 1,07 + 0,07 (media + error estandar) en pacientes con CCR, y de 0,75 * 0,06
(media + error estandar) en individuos sin CCR (p = 0,003; U de Mann-Whitney).
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Figura 4.18.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV) (A) y sub-
cutaneos (TAS) (B) de individuos con y sin Cancer Colorrectal (CCR).

Los analisis de correlacion, representados en la Figura 4.19, demostraron una asocia-
cion significativa entre los valores medios del Ratio T/S en los TAV y en los TAS, tanto
en el grupo de pacientes afectados de CCR (61 pacientes) como en el grupo de pacientes
sin CCR (50 pacientes), con coeficientes de correlacion de r = 0,485 en el primer caso y

r =0,416 en el segundo (p < 0,001 y p = 0,003, respectivamente; Rho de Spearman).
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Figura 4.19.- Analisis de correlacion entre el Ratio T/S de tejidos adiposos viscerales (TAV)
y subcutaneos (TAS), en individuos con (A) y sin (B) Céancer Colorrectal (CCR). N° casos
considerados: 61 y 50, respectivamente.

Los estudios de correlacion entre el Ratio T/S y la edad en la poblacién de pacientes
con CCR mostraron un valor de r = -0,108 (p = 0,390; Rho de Spearman) para TAV (66
casos) y un valor de r = -0,185 (p = 0,140; Rho de Spearman) para TAS (65 casos). Para

la poblacion de individuos sin CCR, los estudios de correlacion indicaron un valor de r =
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-0,055 (p = 0,686; Rho de Spearman) para TAV (57 casos), y un valor de r =-0,143 (p =
0,323; Rho de Spearman) para TAS (50 casos).

Para la actividad telomerasa, no se detectaron diferencias estadisticamente significa-

tivas entre los tejidos adiposos de individuos con y sin CCR (indicado en la Tabla 4.25).

Tabla 4.25.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcuta-
neos (TAS), en relacion con Cancer Colorrectal (CCR).

TAV! TAS?
NP ACTIVIDAD pN° ACTIVIDAD p
casos TELOMERASA *  casos TELOMERASA *
NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA POSITIVA
CCR® 148 118 30 148 133 15
NO 81 64 17 0,811 gp 73 7 0,545
Sl 67 54 13 68 60 8

Tejidos adiposos viscerales; >Tejidos adiposos subcutaneos; *Cancer Colorrectal; *Test Chi-
cuadrado.

El estudio de la funcion telomérica en los TAV y en los TAS en relacién con la reac-
tivacion de la telomerasa, en individuos con y sin CCR, se presenta en las Tablas 4.26 y
4.27. En pacientes con CCR, tal y como se muestra en la Tabla 4.26, ninguno de los dos
tejidos adiposos mostré diferencias estadisticamente significativas para la longitud telo-
mérica relativa segun los datos de actividad telomerasa. En individuos sin CCR, tampoco
se detectaron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los dos tejidos

adiposos en relacion con el Ratio T/S para la reactivacion de la telomerasa (Tabla 4.27).
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Tabla 4.26.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales
(TAV) y subcutaneos (TAS), en relacién con la actividad telomerasa en
pacientes con Cancer Colorrectal (CCR).

TAV? TAS?

N° Ratio T/S p N° Ratio T/S p
casos (Media+EE®) * casos (Media+EE®) *

ACTIVIDAD 60 1,07 +0,08 63 1,07 £ 0,07
TELOMERASA
NEGATIVA 48  1,09+0,09 0432 55 1,03+0,08 0,101
POSITIVA 12 0,97 +0,19 8 1,35+ 0,19

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; 3Error estandar; *U
de Mann-Whitney.

Tabla 4.27.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales
(TAV) y subcutaneos (TAS), en relacién con la actividad telomerasa en
individuos sin Cancer Colorrectal (CCR).

TAV? TAS?

Ne Ratio T/S p Ne Ratio T/S p
casos (Media+EE®) * casos (Media+EE®) *

ACTIVIDAD 55 0,75+ 0,07 49 0,77 £ 0,06
TELOMERASA
NEGATIVA 40 0,81+0,08 0148 42 0,79+0,07 0,548
POSITIVA 15 0,61 + 0,09 7 0,68 £0,11

Tejido adiposo visceral; 2Tejido adiposo subcutaneo; Error estandar; *Actividad
telomerasa; *U de Mann-Whitney.

4.2.3.1. Longitud telomérica relativa en los tejidos adiposos viscerales (TAV)
y subcutaneos (TAS) y variables clinico-patolédgicas en pacientes con
Cancer Colorrectal (CCR).

El siguiente paso consistid en analizar posibles variaciones en la longitud telomérica
relativa de los tejidos adiposos procedentes de pacientes afectados de CCR, considerando
las variables clinico-patologicas recogidas en el estudio (presentado en las Tablas 4.28 'y
4.29).

Como se puede observar en la Tabla 4.29, los TAS de pacientes con tumores de alta
invasion (T4) presentaron telomeros significativamente mas cortos (0,76 + 0,12; media +

error estandar) que los TAS de pacientes que desarrollaron tumores menos invasivos (T1,
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T2y T3), con valores medios del Ratio T/S de 1,14 + 0,08 (media * error estandar) (p =
0,013; U de Mann-Whitney).

Tabla 4.28.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV) y
subcutaneos (TAS), en relacidn con las variables clinico-patologicas, en pacientes
afectados de Céancer Colorrectal (CCR).

TAV! TAS?
NO Ratio T/S p N° Ratio T/S p
casos (Media + EE®) casos (Media = EE®)
SEXO 66 1,08 + 0,08 65 1,07 +0,07
MUJER 28 1142013 0721 26 093+009 0168
HOMBRE 38 1,04 +0,10 39 1,16 + 0,10
ESTADIO DE 64 1,05 + 0,08 64 1,07 +0,07
DUKES
A 10 1,10+024 0283 g 1,21+025 0,731
B 30 1,17 +0,12 # 31 1,08 +0,11 #
C 15 1,01 +0,17 17 1,08 +0,12
D 8 0,65+ 0,12 8 0,86 +0,12
LOCALIZACION 66 1,08 + 0,08 65 1,07 +0,07
TUMORAL
COLON DERECHO 20 093+0,16 0086 21 1,08+0,14 0,727
COLON IZQUIERDO 16 1,02 +0,17 # 17 1,00 +0,13 #
RECTO 30 1,21 +0,11 27 1,10 + 0,10

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; *Error estandar; *U de Mann-
Whitney; # Kruskal-Wallis.
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Tabla 4.29.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV) y
subcutaneos (TAS), en relacion con las variables clinico-patoldgicas, en pacientes
afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

TAV! TAS?
N° Ratio T/S p N Ratio T/S p
casos (Media + EE®) casos (Media + EE®)
TUMOR PRIMARIO (T) 65 1,06 +0,08 65 1,07 +0,07
T1 5 1,14 + 0,38 6 1,43 +0,27
T2 15  1,00+0,14 0287 13 0,96 +0,15 0’?#37
T3 33 111+0,12 34 1,15+0,10
T4 11 0,98+0,21 12 0,76 +0,12
TUMOR PRIMARIO (T) 65 1,06 +0,08 65 1,07 +0,07
AGRUPADO 0,437 0,013
T4 12 0,98+0,21 * 12 0,76 +0,12 *
T1,T2, T3 54 1,08 +0,09 54  1,14+0,08
INVASION 66 1,08 +0,08 65 1,07 +0,07
GANGLIONAR (N)
NO 42  1,13+0,10 0540 41 110+0,20 0433
N1 16 1,06+019 © 16 090+008
N2 8  0,86+0,22 8 1,23+0,22
METASTASIS (M) 66 1,08 +0,08 65 1,07 +0,07
MO 58 114x009 0080 57 1104008 0343
M1 8  0,65+0,12 8  086+0,12

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; *Error estandar; *U de Mann-
Whitney; # Kruskal-Wallis.

4.2.3.2. Actividad telomerasa en los tejidos adiposos viscerales (TAV) y sub-
cutaneos (TAS) y variables clinico-patoldgicas en pacientes con Can-
cer Colorrectal (CCR).

La actividad telomerasa también se evalu6 en relacion con las distintas variables cli-
nico-patoldgicas en el grupo de pacientes afectados de CCR (datos presentados en la Ta-
bla 4.30). En los TAV, se detect6 una mayor reactivacion de la telomerasa en hombres
(28,9%; 11 de 38 casos) que en mujeres (6,9%, 2 de 29 casos), con diferencias estadisti-

camente significativas (p = 0,024, test Chi-cuadrado).
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Tabla 4.30.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcutaneos
(TAS), en relacion con las variables clinico-patolégicas, en pacientes afectados de Céan-
cer Colorrectal (CCR).

TAV? TAS?
N° ACTIVIDAD N° ACTIVIDAD
casos TELOMERASA p casos TELOMERASA p
NEGATIVA POSITIVA * NEGATIVA POSITIVA *
SEXO 67 54 13 68 60 8
MUJER 29 27 o 0024 59 25 4 0654
HOMBRE 38 27 11 39 35 4
ESTADIO DE 66 53 13 67 59 8
DUKES
A 9 9 0 9 9 0
B 33 26 7 0:276 33 28 5 0368
C 16 13 3 17 14 3
D 8 5 3 8 8 0
LOCALIZACION 67 54 13 68 60 8
TUMORAL
COLON DERECHO 22 17 5 0,589 22 19 3 0,521
COLON IZQUIERDO 16 12 4 17 14 3
RECTO 29 25 4 29 27

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; *Test Chi-cuadrado.

42.4. ESTUDIO DE LA FUNCION TELOMERICA DE LOS TEJIDOS ADI-
POSOS VISCERALES (TAV) Y SUBCUTANEOS (TAS) EN RELA-
CION CON LA AFECTACION POR CANCER COLORRECTAL
(CCR) Y EL INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) DE LOS INDIVI-
DUOS

El andlisis de la longitud telomérica relativa y de la actividad telomerasa se realiz en
individuos con y sin CCR considerando los grupos establecidos para el IMC (individuos

con normopeso, sobrepeso y obesidad).

Con el fin de identificar la relacion entre el tamafio telomérico, el desarrollo de CCR
y el IMC, los estudios para el Ratio T/S se realizaron a través de dos abordajes: a) com-
paracion de los Ratios T/S de los tejidos adiposos en relacion con la presencia o no de

tumores colorrectales dentro de los grupos de individuos con normopeso, sobrepeso y
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obesidad; y b) comparacion de los Ratios T/S de los tejidos adiposos en relacién con el
IMC dentro de los dos grupos de individuos considerados (con y sin CCR).

Los andlisis del Ratio T/S en relacion con la presencia o ausencia de CCR dentro de
cada grupo de IMC indicaron que, en individuos con sobrepeso, los TAV y TAS con
mayor tamafo telomérico se detectaron en pacientes afectados de CCR; en este caso, los
valores medios fueron 1,06 £ 0,11 y 1,07 £ 0,12 (media + error estandar), respectiva-
mente. Sin embargo, en individuos no diagnosticados de CCR, los valores medios regis-
trados fueron 0,72 £ 0,08 y 0,65 + 0,09 (media + error estdndar) para TAV y TAS. Para
ambos tejidos adiposos, estas diferencias fueron estadisticamente significativas entre si
(p =0,023 y p = 0,012, respectivamente; U de Mann-Whitney). Todos estos resultados se
muestran en las Tablas 4.31y 4.32.

Tabla 4.31.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos
viscerales (TAV), en relacion con Céncer Colorrectal (CCR) en
individuos con sobrepeso y obesidad.

IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD

Ne Ratio T/S p Ne Ratio T/S p
casos (Media+EE?) * casos (Media+EE?) *

CCR® 50  0,91+0,07 62  0,91+0,08
NO 21 0,72+008 0023 39 0,79+0,09 0,082
Si 29 1,06 +0,11 23 1,12 +0,15

lindice de Masa Corporal; *Error estandar; 3Cancer Colorrectal; *U de
Mann-Whitney.

Tabla 4.32.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adipo-
sos subcutaneos (TAS), en relacién con Céncer Colorrectal
(CCR) en individuos con sobrepeso y obesidad.

IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD

N° Ratio T/S p Ne° Ratio T/S p
casos (Media+EE? * casos (Media+EE?) *

CCR® 45 0,90 +0,09 59 0,87 +0,06
NO 18 065+0,09 0012 35 080+0,08 0,208
Si 27 1,07+012 24 0,97 +0,09

!indice de Masa Corporal; Error estandar; 3Céancer Colorrectal;
*U de Mann-Whitney.
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Cuando se realizé el estudio considerando los grupos de IMC, los valores medios de
los Ratios T/S de los dos tipos de tejidos adiposos analizados en este trabajo no mostraron
diferencias estadisticamente significativas ni en pacientes afectados de CCR ni en el

grupo sin esta patologia (datos recogidos en las Tablas 4.33 y 4.34).

Tabla 4.33.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV) y
subcutaneos (TAS), en relacion con el Indice de Masa Corporal (IMC) en pacientes
con Cancer Colorrectal (CCR).

TAV! TAS?
N° Ratio T/S p Ne Ratio T/S p
casos (Media + EE?®) casos (Media + EE®)

IMC* 66 1,08 +0,08 65 1,07 +0,07
NORMOPESO 16 1,06 +0,19 16 1,27+0,15
SOBREPESO 27 106+011 9914 25 1024013 0258

OBESIDAD 23 1,12+0,15 oo 0,97 + 0,09 #
IMC* AGRUPADO 66 1,08 +0,08 65 1,07 +0,07
NORMOPESO 16 1,06+0,19 0681 16 127+0,25 0,100
SOBREPESO Y OBESIDAD 50 1,09+0,09 49 1,00+008
IMC* AGRUPADO 66 1,08 +0,08 65 1,07 +0,07
OBESIDAD 23 112+015 0941 24 097+009 04838
NORMOPESO Y SOBREPESO 43 1,06 +0,10 41 1,12+0,10 *

Tejidos adiposos viscerales; Tejidos adiposos subcutaneos; Error estandar; “indice de Masa
Corporal; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

Tabla 4.34.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV)
y subcutaneos (TAS), en relacion con el Indice de Masa Corporal (IMC) en indi-
viduos sin Cancer Colorrectal (CCR).

TAV? TAS?

N° Ratio T/S p N° Ratio T/S p
casos (Media+ EE®) * casos (Media+ EE®) *

IMC* 61 0,77%0,06 54 0,74%0,06
SOBREPESO 22 0,72+0,07 0822 19 063+0,09 0,142
OBESIDAD 39 0,79+0,09 35 0,80+0,08

1Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; Error estandar; *indice de
Masa Corporal; *U de Mann-Whitney.

Los analisis de correlacion indicaron, inicamente en pacientes afectados de CCR, una

correlacion positiva entre el Ratio T/S de los TAV y TAS en el grupo de pacientes con
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sobrepeso, obteniéndose un coeficiente de correlacion r = 0,740 para un total de 27 casos

incluidos en el analisis (p < 0,001; Rho de Spearman).

En el grupo de sujetos no afectados de CCR, se detectd una correlacion positiva entre
los Ratios T/S de TAV y TAS Unicamente en individuos con obesidad (32 casos) con un
coeficiente de correlacion r = 0,496 (p = 0,004; Rho de Spearman). Estas correlaciones

se representan en la Figura 4.20.
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Figura 4.20.- Andlisis de correlacion entre los Ratios T/S de tejidos adiposos viscerales
(TAV) y subcutaneos (TAS) en el grupo de pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR)
con sobrepeso (A) y en el grupo de sujetos obesos sin Cancer Colorrectal (CCR) (B). N° casos
considerados: 27 y 32, respectivamente.

La actividad telomerasa en ambos tejidos adiposos también se evaluo en relacion con
la afectacion por CCR dentro de cada grupo de IMC (individuos con normopeso, sobre-
peso y obesidad) (Tablas 4.35 y 4.36), y en relacién con los grupos de IMC para sujetos
cony sin CCR (Tablas 4.37 y 4.38). El anélisis de la actividad telomerasa dentro de cada
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grupo de IMC revel6 que los TAV de individuos con sobrepeso sin CCR registraron un
61,1 % de casos con actividad telomerasa positiva (11 casos de un total de 18), en com-
paracion con el grupo de individuos con sobrepeso y CCR, en el que se detecté un 17,9%
de casos con reactivacion de la enzima (5 casos de un total de 28). Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p = 0,003; test Chi-cuadrado) (Tabla 4.35).

Tabla 4.35.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV), en relacion
con Cancer Colorrectal (CCR) en individuos con sobrepeso y obesidad.

IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD
N° ACTIVIDAD p Ne ACTIVIDAD p
casos TELOMERASA *  casos TELOMERASA *
NEGATIVAPOSITIVA NEGATIVA POSITIVA
CCR?> 46 30 16 87 76 11
NO 18 7 11 0,003 63 57 6 0,156
Si 28 23 5 24 19 5

!indice de Masa Corporal; 2Céancer Colorrectal; *Test Chi-cuadrado.

Los resultados para los TAS, recogidos en la Tabla 4.36, mostraron, en el grupo de
sujetos con obesidad, una mayor reactivacion de la telomerasa en el grupo de pacientes
afectados de CCR, con un 20,8% de casos con actividad telomerasa positiva (5 casos de
24) frente a un 3% de casos detectados en sujetos sin CCR (2 casos de 63), con diferencias

estadisticamente significativas (p = 0,007; test Chi-cuadrado).

Tabla 4.36.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos subcutaneo (TAS), en relacién
con Céancer Colorrectal (CCR) en individuos con sobrepeso y obesidad.

IMC!SOBREPESO IMC!OBESIDAD
N° ACTIVIDAD p N© ACTIVIDAD p
casos TELOMERASA *  casos TELOMERASA *
NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA POSITIVA
CCR? 45 37 8 87 80 7
NO 17 12 5 0112 63 61 2 0,007
Si 28 25 3 24 19 5

!Indice de Masa Corporal; 2Céncer Colorrectal; *Test Chi-cuadrado.
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Seguidamente, la actividad telomerasa se analizé con respecto al IMC de individuos
con y sin CCR (Tablas 4.37 y 4.38). En individuos sin CCR, se observo que los TAV
registraron un mayor nimero de casos con reactivacion de la telomerasa en sujetos con
sobrepeso (61,1%, 11 casos de 18), al comparar con el grupo de individuos con obesidad
(9,5%, 6 casos de 63), siendo las diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001;
test Chi-cuadrado). También se identificd, en individuos sin CCR, una mayor reactivacion
de la enzima telomerasa en los TAS de sujetos con sobrepeso (29,4%, 5 casos de 17)
frente a estos mismos tejidos en sujetos con obesidad (3,2%, 2 casos de 63). Estas dife-
rencias también fueron estadisticamente significativas entre si (p = 0,001; test Chi-cua-
drado). Todos estos resultados estan recogidos en la Tabla 4.38:

Tabla 4.37.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcutaneos
(TAS), en relacion con el indice de Masa Corporal (IMC) de pacientes con Cancer
Colorrectal (CCR).

TAV TAS?
" ACTIVIDAD " ACTIVIDAD
TELOMERASA D TELOMERASA D
8595 NEGATIVA POSITIVA * "% NEGATIVA POSITIVA  *
IMC? 67 54 13 68 60 8
NORMOPESO 15 12 3 0962 16 16 0 0131
SOBREPESO 28 23 5 28 25 3
OBESIDAD 24 19 5 24 19 5
IMC® AGRUPADO 67 54 13 68 60 8
NORMOPESO 15 13 3 0947 16 16 0 0095
SOBREPESO Y
OBESIDAD 52 42 10 52 44 8
IMC® AGRUPADO 67 54 13 68 60 8
OBESIDAD 24 19 5 0825 24 19 5 0086
NORMOPESO Y
copREPESy 4 35 8 44 41 3

Tejidos adiposos viscerales; 2Tejidos adiposos subcutaneos; *indice de Masa Corporal; *Test Chi-
cuadrado.
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Tabla 4.38.- Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcutaneos
(TAS), en relacion con el indice de Masa Corporal (IMC) de individuos sin Céancer
Colorrectal (CCR).

TAV' TAS
. ACTIVIDAD . ACTIVIDAD
N TELOMERASA p N TELOMERASA p
Ccasos casos
NEGATIVA POSITIVA  * NEGATIVA POSITIVA *
TV le% 81 64 17 80 73 7
SOBREPESO 18 7 11 <0001 17 12 5 0,001
OBESIDAD 63 57 6 63 61 2

Tejidos adiposos viscerales; “Tejidos adiposos subcutaneos; >indice de Masa Corporal; *Test Chi-
cuadrado.

Finalmente, se realizaron los andlisis de la longitud telomérica relativa en relacion
con la actividad telomerasa dentro de cada grupo de IMC, tanto en pacientes afectados de
CCR como en el grupo sin dicha patologia (Tablas 4.39, 4.40, 4.41 y 4.42). En el grupo
de pacientes afectados de CCR y con sobrepeso, los TAS que reactivaron la telomerasa
tuvieron una mayor longitud telomérica relativa (1,84 + 0,07; media + error estandar) que
los TAS sin actividad telomerasa (0,97 £ 0,13; media % error estandar), con diferencias
estadisticamente significativa (p = 0,045; U de Man-Whitney) (Tabla 4.40).

Tabla 4.39.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV),
en relacion con la actividad telomerasa, en pacientes con hormopeso Yy obesidad
afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

IMC! NORMOPESO IMC! OBESIDAD
N° Ratio T/S p N° Ratio T/S p
casos (Media+ EE?) *  casos (Mediat EE?) *
ACTIVIDAD 13 1,11 +0,21 21 1,07 £0,14
TELOMERASA
NEGATIVA 11 1,19+024 0236 16 1,06 +0,15 0,934
POSITIVA 2 0,66 +0,19 5 1,08 £ 0,35

Indice de Masa Corporal; 2Error estandar; *U de Mann-Whitney.
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Tabla 4.40.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos subcutaneos
(TAS), en relacién con la actividad telomerasa, en pacientes con sobrepeso y obe-

sidad afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD
Ne Ratio T/S p Ne Ratio T/S p
casos (Media + EE?) * casos (Media + EE?) *
ACTIVIDAD 25 1,08 +0,13 24 0,97 + 0,09
TELOMERASA
NEGATIVA 22 0,97 £0,13 0,045 19 0,95 + 0,10 0,594
POSITIVA 3 1,84 + 0,07 5 1,06 + 0,20

!indice de Masa Corporal; 2Error estandar; *U de Mann-Whitney.

Tabla 4.41.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV),
en relacion con la actividad telomerasa, en individuos con sobrepeso y obesidad

no afectados de Céancer Colorrectal (CCR).

IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD
Ne Ratio T/S p Ne° Ratio T/S p
casos (Media + EE?) * casos (Media + EE?) *
ACTIVIDAD 17 0,66 + 0,08 38 0,79 £ 0,09
TELOMERASA
NEGATIVA 7 0,64 + 0,05 0524 33 0,84 +0,10 0,110
POSITIVA 10 0,68 +0,12 5 0,47 £0,13

!indice de Masa Corporal; 2Error estandar; *U de Mann-Whitney.

Tabla 4.42.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos subcutaneos
(TAS), en relacion con la actividad telomerasa, en individuos con sobrepeso y

obesidad no afectados de Cancer Colorrectal (CCR).

IMC! SOBREPESO IMC! OBESIDAD
N° Ratio T/S p N° Ratio T/S p
casos (Media+ EE?) *  casos (Mediat EE?) *
ACTIVIDAD 15 0,65+0,10 34 0,83 £ 0,08
TELOMERASA
NEGATIVA 10 0,68+0,14 0,713 32 0,82 + 0,08 0,798
POSITIVA 5 0,59 +£0,08 2 0,90 £ 0,36

Indice de Masa Corporal; 2Error estandar; *U de Mann-Whitney.
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4.2.4.1. Longitud telomérica relativa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y
subcutaneos (TAS) y variables clinico-patoldgicas en pacientes afec-
tados de Cancer Colorrectal (CCR), en relacion con el indice de
Masa Corporal (IMC).

El tamafio de los teldémeros de los TAV y TAS se evalud en relacion con las distintas
variables clinico-patologicas, considerando los grupos de pacientes con hormopeso, So-
brepeso y obesidad (Tablas 4.43y 4.44). Para los TAV (datos incluidos en la Tabla 4.43),
los andlisis indicaron teldmeros mas cortos en pacientes con sobrepeso afectados de tu-
mores de colon derecho (0,67 + 0,10; media * error estandar), en comparacién con pa-
cientes con sobrepeso y tumores de colon izquierdo (1,27 £ 0,28; media + error estandar)
o recto (1,20 £ 0,16; media * error estandar). Las diferencias, en este caso, mostraron

significacion estadistica (p = 0,047; Kruskal-Wallis).

Tabla 4.43.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos viscerales (TAV), en relacion con las
variables clinico-patoldgicas en pacientes con normopeso, sobrepeso y obesidad, afectados de Cancer
Colorrectal (CCR).

IMC* NORMOPESO IMC' SOBREPESO IMC' OBESIDAD
N© Ratio T/S N© Ratio T/S NP Ratio T/S
casos (Media + EE?) P casos (Media + EE?) P casos (Media + EE?) P
SEXO 14 1,05+0,20 29  1,06+011 23 1,12+0,15
MUJER 8  100+026 0662 11 104+021 0653 9  129+026 0,508
HOMBRE 6 1004034 * 18 107+013 * 14 101+018 *
ESTADIO DE DUKES 13  1,01+0,21 28 1,02+0,11 23 1,12+0,15
A 2 1,81+079 4 1,07+046 4  080+014
B 5 1214036 0175 12 117+014 0442 13 115+021 0,874
c 4 070+014 # 8 093+020 # 4 147+050 #
D 2 035+0.26 4 0,71+0,18 2 0,86+0,18
LOCALIZACION 04 454 .20 20 1,06+0,11 23 1124015

TUMORAL
COLON DERECHO 6 088+0,36 0,249 8 0,67+0,10 0,047 6 1,33+0,34 0,410
COLON IZQUIERDO 3 1,09 +0,69 # 5 1,27 +0,28 # 8 0,85+0,20 #
RECTO 5 1,23+0,11 16 1,20+0,16 9 1,22+ 0,26

'Indice de Masa Corporal; “Error estandar; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

163



Resultados

Tabla 4.44.- Valores medios del Ratio T/S en tejidos adiposos subcutaneos (TAS), en relacion con las
variables clinico-patoldgicas en pacientes con normopeso, sobrepeso y obesidad, afectados de Céancer
Colorrectal (CCR).

IMC* NORMOPESO IMC* SOBREPESO IMC* OBESIDAD
NP Ratio T/S N° Ratio T/S NP Ratio T/S
casos (Media = EEZ) P casos (Media EEZ) P casos (Media EEZ) P
SEXO 14 1,21 +0,16 27 1,07 £0,12 24 0,97 £ 0,09
MUJER 8 1,03+£0,17 0,245 9 0,77 £0,16 0,054 9 1,01+£0,15 0,571
HOMBRE 6 1,47 +0,28 * 18 1,23+0,16 * 15 0,95+0,11 *
ESTADIO DE DUKES 13 1,24 +0,17 27 1,07+0,12 24 0,97 £0,09
A 1 2,18 3 0,62 +0,15 4 1,41+0,32
B 6 1,22 +0,27 12 1,32+0,22 13 0,81+0,10
C 4 1,39+0,14 0,156 8 0,89+0,22 0,266 5 1,12+0,09 0,093
D 2 0,50 +0,08 # 4 1,06 +0,10 # 2 0,83 +0,32 #
LOCALIZACION
TUMORAL 14 1,21 +0,16 27 1,07 +£0,12 24 0,97 £ 0,09
COLON DERECHO 7 1,28 +0,30 8 0,89+0,18 6 1,11+0,24
COLON IZQUIERDO 3 1,09+0,22 0971 5 1,35+0,36 0547 9 0,78+0,11 0,212
RECTO 4 1,20 +£0,20 # 14 1,08 +0,17 # 9 1,07 £0,13 #

'Indice de Masa Corporal; “Error estandar; *U de Mann-Whitney; # Kruskal-Wallis.

En los TAS, los telomeros de pacientes con normopeso mostraron una menor longitud
relativa cuando procedian de pacientes con tumores colorrectales con elevada capacidad
para invadir tejidos adyacentes (T4) (0,63 £+ 0,09; media + error estandar), al comparar
con telomeros de pacientes con tumores menos invasivos, (T1, T2 y T3) (1,56 £ 0,14;
media £ error estandar), mostrando diferencias estadisticamente significativas entre si (p
= 0,004; U de Mann-Whitney) (Tabla 4.45).
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También en pacientes con normopeso, la longitud telomérica relativa de los TAS re-
sultd inferior en sujetos con tumores metastasicos (0,50 + 0,08; media + error estandar),
al comparar con aquellos en los que no se registraron metastasis a distancia en el momento
del diagndstico (1,33 £ 0,16; media * error estandar) (p = 0,045; U de Mann-Whitney).
Asimismo, en los TAS se registrd una longitud telomérica relativa inferior en pacientes
con obesidad y tumores de invasion superior (T3 'y T4) (0,83 £ 0,07; media * error estan-
dar), al comparar con el grupo con obesidad y tumores de extension menor (T1y T2)
(1,26 = 0,19; media £ error estandar) (p = 0,032; U de Mann-Whitney), resultados mos-
trados en la Tabla 4.45.

4.2.4.2. Actividad telomerasa en tejidos adiposos viscerales (TAV) y subcuté-
neos (TAS) y variables clinico-patologicas en pacientes afectados de
Cancer Colorrectal (CCR) en relacion con el Indice de Masa Corpo-
ral (IMC).

La actividad telomerasa también se evalu6 en TAV y TAS de pacientes afectados de
CCR (grupos con normopeso, sobrepeso y obesidad), en relacion con las variables cli-
nico-patoldgicas. Las Tablas 4.46 y 4.47 muestran los resultados obtenidos para los TAV
y para los TAS, respectivamente. En el grupo de pacientes con sobrepeso, los TAV mos-
traron una mayor reactivacion de la enzima telomerasa en hombres (29,4%, 5 de 17 casos)
que en mujeres (0 de 11 casos), siendo las diferencias estadisticamente significativas (p
= 0,047; test Chi-cuadrado) (Tabla 4.46).
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425. ESTUDIOS PRONOSTICO EN RELACION CON LA FUNCION TE-
LOMERICA Y EL INDICE DE MASA CORPORAL (IMC)

De forma similar a los estudios pronostico en tumores colorrectales, las curvas de
supervivencia incluidas en los estudios prondstico para tejidos adiposos (68 pacientes
considerados) han sido expresadas en base al Intervalo Libre de Enfermedad (ILE) con
un tiempo de seguimiento medio de los pacientes de 60 meses, y se han censurado aque-
Ilos que durante dicho tiempo no han recidivado o con los que se perdio el contacto. No
se incluyen en este estudio los pacientes con tumores en estadios D ni los individuos

fallecidos en el periodo postoperatorio.

En primer lugar, se consideran las curvas de supervivencia en relacion con los grupos
de IMC establecidos (pacientes con normopeso, con sobrepeso y con obesidad; 67 casos)
(p = 0,382; Log-Rank) (Figura 4.21).

1,0 m
0,8 I
0.6 Pacientes con normopeso (1/15)

I Pacientes con sobrepeso (7/27)
I"1 Pacientes con obesidad (5/25)
0.4 Casos censurados (14)
! >< Casos censurados (20)
- Casos censurados (20)

0,2
p = 0,382

PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA
LIBRE DE RECIDIVA

0,0

,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
MESES DESPUES DE LA CIRUGIA

Figura 4.21.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando pacientes con normo-
peso, sobrepeso y obesidad, afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.
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La identificacion de un posible valor de IMC que permitiese dividir a la poblacién
general en dos subgrupos con un prondstico clinico diferente se realizd mediante la apli-
cacion Cutoff Finder, la cual arrojé un valor de IMC para este punto de corte en 27,93
kg/m? (Figura 4.22). No obstante, las diferencias en el prondstico clinico entre ambas
subpoblaciones generadas no fueron estadisticamente significativas, con un valor de p =
0,144 (Log-Rank). En el estudio participaron 67 pacientes, con 8 casos de recidiva en el
subgrupo de pacientes con IMC inferior a 27,93 kg/m? (29 pacientes) y 5 eventos de re-
currencia tumoral en el subgrupo de pacientes con IMC igual o superior a 27,93 kg/m?

(38 pacientes).
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Figura 4.22.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando un valor de indice de
Masa Corporal (IMC) de 27,93 kg/m? en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.

Seguidamente, se llevd a cabo el estudio de la posible implicacion en el prondstico de
los pacientes afectados de CCR de la longitud telomérica relativa de los TAV vy de los

TAS. Para ello, se calculo un punto de corte para el Ratio T/S, tanto para los TAV como
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para los TAS, que pudiese permitir la identificacion de subpoblaciones con diferente pro-

néstico clinico.

En el caso de los TAV, dicho punto de corte se detectd para un valor de Ratio T/S =
0,84, aunque las dos subpoblaciones generadas considerando dicho valor no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a sus pronosticos clinicos (p = 0,225;
Log-Rank) (Figura 4.23). Para estos estudios de supervivencia se incluyeron 54 pacien-
tes, detectandose 4 casos de recidiva en el subgrupo de pacientes con TAV de Ratios T/S
inferiores a 0,84 (25 pacientes), y otros 4 eventos de recurrencia de la enfermedad en el
subgrupo de pacientes con TAV de Ratios T/S iguales o superiores a 0,84 (29 pacientes).
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Figura 4.23.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando los Ratios T/S de los
tejidos adiposos viscerales (TAV) en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.

Para los TAS, el punto de corte se localizé para un valor medio del Ratio T/S = 1,13,
si bien, tampoco en este caso, las diferencias detectadas resultaron estadisticamente sig-
nificativas (p = 0,208; Log-Rank). En este estudio de supervivencia se incluyeron un total

de 54 pacientes, identificAndose 6 eventos de recidiva tumoral en el subgrupo de pacientes

171



Resultados

con Ratios T/S inferiores a 1,13 (32 pacientes) en los TAS, frente a los 3 casos de recidiva
tumoral detectados en el subgrupo con Ratios T/S iguales o superiores a 1,13 (21 pacien-
tes) en los TAS (Figura 4.24).

1,0/ =¥H

0,8

0,6

Ratio T/S TAS < 1,13 (6/32)

0,4| - Ratio T/STAS 21,13 (3/21)
}— Casos censurados (26)
>< Casos censurados (18)

0,2
p = 0,208

PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA
LIBRE DE RECIDIVA

0,0

,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
MESES DESPUES DE LA CIRUGIA

Figura 4.24.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando los Ratios T/S de los
tejidos adiposos subcutaneos (TAS) en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.

Asimismo, se analizo la posible asociacion entre la actividad telomerasa de los dos
tipos de tejidos adiposos considerados y la evolucion clinica de la enfermedad. Comen-
zando por los TAV, la actividad telomerasa no se relacion6 con el pronéstico clinico de
los pacientes incluidos en los protocolos. Como se muestra en la Figura 4.25, las dife-
rencias encontradas entre los dos subgrupos de pacientes no mostraron diferencias esta-
disticamente significativas (p = 0,100; Log-Rank). En este estudio se incluyeron 55 pa-
cientes; en el subgrupo en el que los TAV no mostraron actividad telomerasa (46 casos)
se registraron 12 recidivas, frente a ningun caso de recidiva en el subgrupo de TAV posi-

tivos para telomerasa (9 casos).
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Figura 4.25.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la actividad telomerasa
de los tejidos adiposos viscerales (TAV) en pacientes afectados de Cancer Colorrectal (CCR).
Entre paréntesis: n° casos que recidivan/n® casos totales.

Considerando los TAS, las diferencias estadisticas para el prondstico clinico en rela-
cion con la actividad telomerasa se situaron al borde de la significacion (p = 0,058; Log-
Rank). En el estudio se incluyeron 56 pacientes, con 9 casos de recidiva tumoral en el
subgrupo de pacientes sin actividad telomerasa (49 casos), y 3 eventos de recidiva en el
subgrupo de pacientes con actividad telomerasa positiva (7 casos) (curvas de superviven-

cia representadas en la Figura 4.26).
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Figura 4.26.- Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) considerando la actividad telomerasa
de los tejidos adiposos subcutaneos (TAS) en pacientes afectados de Cancer Colorrectal
(CCR).

Entre paréntesis: n® casos que recidivan/n® casos totales.
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Discusion

5.1. FUNCION TELOMERICA EN TUMORES COLORRECTA-
LES

Cada evento de division celular lleva asociado, por las caracteristicas funcionales de
las moléculas implicadas en este proceso, un acortamiento gradual de los telémeros.
Cuando este acortamiento alcanza niveles criticos, se produce la activacion de las vias de
senescencia y muerte celular (Campis & Robert, 2014; van Deursen, 2014; Childs et
al., 2015). Si estos mecanismos de control celular fallan, las células adquiriran un poten-
cial replicativo ilimitado, siendo esta una de las principales caracteristicas de las células
tumorales (Hanahan & Weinberg, 2011; Gruber et al., 2021).

En la poblacion de canceres colorrectales analizada en esta Tesis, el valor medio de
LTM de los tejidos colorrectales tumorales fue inferior al valor detectado en los tejidos
no tumorales, con un valor medio para el Ratio T/N inferior a 1 (0,80 = 0,02; media
error estandar). El acortamiento telomérico es un evento frecuente en la gran mayoria de
los tumores humanos. En 2017 se recopilé informacion sobre las longitudes teloméricas
de 31 tipos de tejidos tumorales y de sus controles no tumorales, observandose que la
mayoria de los tumores presentaban un acortamiento telomérico con respecto a sus tejidos
control (Barthel etal., 2017). Unos de los tipos tumorales que se abordan en dicho trabajo
son los tumores colorrectales, para los que varios estudios han determinado una longitud
telomérica tumoral inferior, en comparacién con el tejido adyacente no tumoral (Feng et
al., 2012; Roger et al., 2013; Balc’h et al., 2017), entre los que se incluyen investigacio-

nes previas de nuestro grupo (Fernandez-Marcelo et al., 2012).

Sin embargo, no todos los tumores se caracterizan por una reduccion de la longitud
telomérica. En ciertos melanomas, varios trabajos entre los afios 2014 y 2020 han demos-
trado el incremento de la longitud telomérica de las células tumorales con respecto al
tejido sano (lles et al., 2014; Rachakonda et al., 2018; Bhattacharjee et al., 2020). Las
investigaciones realizadas por los investigadores Ferreira en el afio 2019 y Rodriguez un
afio més tarde también determinaron un incremento en el tamafio telomérico en gliomas
en comparacion con los telémeros de las muestras control (Rodriguez et al., 2019; Fe-
rreira et al., 2020). Del mismo modo, en tumores colorrectales, el mantenimiento de los
telomeros ha sido descrito por diversos autores (Fernandez-Rozadilla et al., 2018;
Peacock et al., 2018).
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La implicacion de la disfuncién telomérica en el desarrollo de la tumorigénesis se
relaciona con el correcto funcionamiento de los factores de senescencia celular, funda-
mentalmente p53 y p16. En condiciones normales, el acortamiento critico de los teléme-
ros, que conduce a disfuncion telomérica, desencadenaréa la activacion de las vias de se-
nescencia celular, lo cual evitara inestabilidad genémica. Sin embargo, si las moléculas
implicadas en senescencia celular no desarrollan correctamente su funcion, el acorta-
miento telomérico critico provocara inestabilidad genémica (Cosme-Blanco & Chang,
2008; Shay, 2016; Bernal & Tusell, 2018).

Nuestros resultados, ademas, indicaron una correlacion positiva entre la longitud te-
lomérica de los tejidos tumorales y sus controles no tumorales, como ya se ha demostrado
en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion por parte de la Doctora Fernandez-
Marcelo (Fernandez-Marcelo et al., 2012; Fernandez-Marcelo et al., 2016), y en in-
vestigaciones realizadas por otros autores (Valls, C. 2011; Balc’h et al., 2017). La lon-
gitud telomérica en ambos tipos de tejidos colorrectales se correlaciond de manera inversa
con la edad de los pacientes, poniendo de manifiesto que el tamafio telomérico de los
tumores esta ligado a los antecedentes del tejido que corresponda y a la intima relacion
entre funcion telomérica y envejecimiento (Valls-Bautista et al., 2015; Bernadotte et
al., 2016; Demanelis et al., 2021).

La principal estrategia que tienen las células eucariotas para combatir la erosion de
los telomeros, asociada a la replicacion celular, radica en la activacion de la enzima telo-
merasa (Blackburn & Collins, 2011). La reactivacion de la telomerasa es un evento fre-
cuente en las células tumorales, lo que les permite mantener unos telomeros con el tamafio
suficiente como para evadir los mecanismos de senescencia asociados al acortamiento

critico de los telémeros (Hanahan & Weinberg, 2011).

En esta Tesis, el estudio de la actividad telomerasa establecié un porcentaje de reac-
tivacion de la enzima en el 75% de las muestras tumorales analizadas, cifra muy cercana
a la detectada en trabajos anteriores de nuestro grupo (Marcelo-Fernandez et al., 2012;
Marcelo-Fernandez et al., 2016), y en trabajos publicados por otros autores sobre tumo-
res colorrectales (Ayiomamitis et al., 2014; Jeung et al., 2017). Los principales factores
que desencadenan el proceso de carcinogénesis colorrectal estan relacionados con altera-
ciones genéticas y epigenéticas que incluyen inestabilidad cromosomica, inestabilidad de
microsatélites o fenotipo metilador de islas CpG (Grady & Markowitz, 2015;
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Tomasova et al., 2020). Estas alteraciones pueden afectar a los mecanismos de control
que las células tienen para evitar el excesivo acortamiento de los telomeros, dando como
resultado poblaciones de células con unos telomeros cada vez mas cortos. La escalada de
acortamiento telomérico e inestabilidad gendmica conduce a una presién selectiva para
el mantenimiento de los telémeros, solventado principalmente por la reactivacion de la
telomerasa (Ferguson et al., 2015; Guterres & Villanueva, 2020). Diversas lineas de
investigacion han intentado dilucidar las causas de la reactivacion de la telomerasa en
tumores, relacionada fundamentalmente con mutaciones en el promotor de hTERT (Vi-
nagre et al., 2013; Bell et al., 2015; Chiba et al., 2017), hipermetilacion de determinadas
regiones del promotor de hTERT (Lee et al., 2019: Miyake et al., 2018), o con el reorde-
namiento genético (Valentijn et al., 2015; Peifer et al., 2015). También se han publicado
varios trabajos que han vinculado la reactivacion de la enzima al denominado “efecto de
posicion de los telomeros” o TPE, responsable de la regulacion de diversos genes a través

del plegamiento tridimensional de la cromatina (Kim et al., 2016; Kim & Shay, 2018).

Sin embargo, los valores medios de LTM en los tejidos tumorales que reactivaron la
telomerasa fueron muy similares a los detectados en los tejidos con actividad telomerasa
negativa. De esta forma, el mantenimiento de la longitud telomérica, gracias a la reacti-
vacion de la telomerasa, permite hacer frente a la inestabilidad gendmica generada por el
acortamiento telomérico critico inicial (Blackburn & Collins, 2011; Hanahan & Wein-
berg, 2011). Los experimentos realizados por el grupo de Chiba y cols. demostraron que
es el acortamiento telomérico el responsable de la reactivacion de la telomerasa (Chiba
et al., 2015). Se han establecido varias hipotesis acerca de la fase concreta en la que se
produce la reactivacion de la telomerasa durante el proceso carcinogénico. La reactiva-
cién de la telomerasa en las etapas iniciales del proceso tumorigénico seria consecuencia
de mutaciones en el promotor de hTERT o de mutaciones en moléculas implicadas en el
control de la enzima, con lo cual la telomerasa estaria activa desde el inicio del desarrollo
tumoral. Esta hipétesis se ha demostrado en la mayoria de leucemias y tumores testicula-
res (Kumar et al., 2016).

Sin embargo, en la mayoria de los tumores sélidos analizados, incluyendo los tumores
colorrectales, la telomerasa se reactiva en etapas avanzadas de la progresién tumoral.
Concretamente, en el CCR, la telomerasa se reactiva en la transicion adenoma-carcinoma
(Baichoo & Boardman, 2014) (Kumar et al., 2016).

179



Discusion

En cuanto al estudio de la funcion telomérica y su relacion con las variables clinico-
patoldgicas, los valores obtenidos para la LTM en tejidos colorrectales tumorales y su
relacién con las variables clinico-patologicas indicaron que los tumores de estadios mas
avanzados (estadio C y D de Dukes), asi como los tumores con un grado de invasion
superior hacia capas adyacentes (T3 y T4), mostraron unas longitudes teloméricas mayo-
res. Los descriptores N y M, que indican invasion ganglionar y metastasis, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas, aunque la tendencia en el tamarfio telomérico
sigue la linea de lo observado para el estadio de Dukes. El grupo del investigador Augus-
tine observé que los tumores colorrectales en pacientes con metastasis presentaban telo-
meros mas largos que los tumores procedentes de pacientes con canceres en estadios mas
tempranos (Augustine et al., 2015). En nuestro grupo de investigacion, en estudios pre-
vios al incluido en esta Tesis, también se registré dicha tendencia, con un tamafio telomé-
rico inferior para los tumores en estadios A 'y B de tumores colorrectales en comparacion

con tumores de estadios mas avanzados (Fernandez-Marcelo et al., 2016).

El inicio del CCR se relaciona con la acumulacion de mutaciones que impiden a las
células activar los mecanismos de senescencia y muerte celular cuando sus telomeros
reducen su tamafio de manera critica (Tomasova et al., 2020). Esta situacion seria la
responsable de que, en tumores en estadios tempranos (estadios A y B de Dukes), las
células tengan unas longitudes teloméricas muy acortadas. Sin embargo, en el caso de los
tumores en estadios méas avanzados (estadios C y D), las células habran adquirido, por
presion selectiva, la capacidad de mantener el tamafio de sus telomeros, mediante la reac-
tivacion de la telomerasa, para poder dividirse de manera indefinida (Ferguson et al.,
2015).

Nuestros resultados también indicaron un menor tamafio de los telémeros en los tu-
mores de colon derecho, en comparacion con los de colon izquierdo y recto, coincidiendo
con los resultados publicados por Rampazzo y cols. (Rampazzo et al., 2010). Investiga-
ciones precedentes han confirmado que los tumores de colon derecho se vinculan con una
mayor carga mutacional, sobre todo en genes relacionados con inestabilidad de microsa-
télites, metilacion de islas CpG y otras mutaciones conductoras (como en el gen BRAF),
lo que favorecerian que estos tumores acortasen sus telomeros a una velocidad superior
en comparacion con los tumores de colon izquierdo o de recto (Shimada et al., 2017;
Salem et al., 2017; Ghidini et al., 2018).
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Las diferencias para la LTM en los tejidos tumorales con respecto al sexo indicaron
una tendencia, sin llegar la significacion estadistica, hacia menores tamafios teloméricos
en las mujeres con respecto a los hombres. La bibliografia que relaciona la longitud telo-
mérica y el sexo no concuerda con estas observaciones, puesto que el estudio del tamafio
telomérico en ambos sexos ha demostrado que las mujeres tienen telémeros mas largos:
un meta-analisis realizado en el afio 2014 determind que las mujeres evaluadas tenian
unos telomeros aproximadamente 176 pares de bases superiores que los hombres (Gard-
ner et al., 2014). Una posible explicacion a este evento radica en el menor contenido en
repeticiones teloméricas en el cromosoma Y, vinculado con el sexo masculino, por lo que
los hombres tendrén unos valores de longitudes teloméricas ligeramente inferiores a las
mujeres (Barrett & Richardson, 2011).

A pesar de las diferencias observadas para ciertas variables clinico-patoldgicas en la
LTM de los tejidos colorrectales tumorales, los valores medios del Ratio T/N no mostra-
ron estas diferencias para ninguna de las variables analizadas. Las diferencias en cuanto
al sexo (mayor Ratio T/N en hombres) y a la localizacién tumoral (Ratio T/N ligeramente

superior en tumores de recto) quedaron cercanas a la significacion estadistica.

Respecto a la actividad telomerasa, los analisis indicaron una mayor reactivacion de
la enzima en los tumores de colon izquierdo y recto (actividad telomerasa en el 81% y
86% de las muestras, respectivamente) en comparacion con los tumores de colon derecho
(57% de casos con actividad telomerasa positiva). Shimada y cols. detectaron un incre-
mento en la tasa de mutacion de varios genes involucrados en supresion tumoral, princi-
palmente en los genes APC y TP53, en tumores de colon izquierdo (Shimada et al.,
2017). Otro estudio llevado a cabo por el grupo de Jiang, en el afio 2020, el cual recopild
informacion sobre las secuencias de ARN y mutaciones en mas de 300 tumores de colon,
demostro que, en los tumores originados en el colon izquierdo, las mayores tasas muta-
cionales afectaban también a los genes APC y TP53 (Jiang, Y et al., 2020). Estos descu-
brimientos permitirian explicar una mayor reactivacion de la telomerasa en los tumores
de colon izquierdo y recto con respecto a los de colon derecho, ya que las mutaciones en
APC facilitarian la activacion de la via Wnt-B-catenina (participa en la reactivacion de la
telomerasa), y un funcionamiento erroneo de p53 impediria activar las vias de senescencia
en caso de acortamiento critico de los telomeros, favoreciéndose la aparicion de inestabi-
lidad gendémica que podria conducir a la reactivacion de la enzima (Hoffmeyer et al.,
2012; Yu et al., 2016; Rampazzo et al., 2017; Jiang , X et al., 2020).

181



Discusion

Si bien para la actividad telomerasa no se detectaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los tumores colorrectales clasificados en los diversos estadios de Dukes,
estas diferencias si fueron evidentes al considerar el tumor primario (descriptor T), varia-
ble asociada al estadio de Dukes. La actividad telomerasa se detectdé en una mayor pro-
porcién en los tumores con una invasion hacia capas cercanas (T1y T2) que en tumores
que abarcan incluso el peritoneo y otros érganos (T3 y T4). El elevado acortamiento te-
lomérico en las etapas tempranas de la enfermedad citado anteriormente estaria relacio-
nado con este incremento de la actividad telomerasa. En etapas tempranas de la enferme-
dad, la necesidad de mantener los telomeros, en respuesta al acortamiento exacerbado de
estas secuencias teloméricas por la gran capacidad replicativa que muestran las células
tumorales, se relacionaria principalmente con la reactivacion de la telomerasa (Guterres
& Villanueva, 2020).

La actividad telomerasa no mostro diferencias segun el sexo. Las investigaciones dis-
ponibles en la bibliografia actual muestran trabajos que defienden una mayor expresion
de la enzima telomerasa en mujeres. La explicacion biologica estaria relacionada con la
localizacion de varios genes implicados en dicha actividad enzimatica (como el que co-
difica para la proteina disquerina) en el cromosoma X, y la regulacion de telomerasa me-
diada por los estrégenos (Nawrot et al., 2004; Bayne et al., 2007; Parry et al., 2011).

El efecto que tiene el incremento del IMC sobre la funcion telomérica ha sido plas-
mado durante los Gltimos afios en diversos trabajos. En ellos se indica la interferencia que
el IMC tiene sobre la correcta homeostasis de los telomeros debido al estado de inflama-
cion y estrés oxidativo al que los tejidos de sujetos con IMC elevado estan sometidos
(Zannolli et al., 2008; Rode et al., 2014; Carulli et al., 2016; Lin et al., 2021).

Los valores medios de LTM de las muestras analizadas en esta Tesis, tanto en tejidos
colorrectales tumorales como en tejidos no tumorales, no arrojaron diferencias estadisti-
camente significativas al compararse entre pacientes con normopeso, sobrepeso u obesi-
dad. Sin embargo, al analizar los valores para los Ratios T/N entre estos tres grupos, los
pacientes con obesidad mostraron un valor de Ratio T/N inferior al de los pacientes con
normopeso Yy sobrepeso, con diferencias que rozaron la significacién estadistica. El incre-
mento del IMC acentda la erosion de los telomeros debido al aumento de adipoquinas y
otras moléculas pro-inflamatorias asociadas a dicha condicion fisiologica (Lee et al.,
2011; Garcia-Calzon et al., 2014; Barnes et al., 2019). No obstante, en los tejidos

182



Discusion

colorrectales analizados en esta tesis, al proceder de pacientes que han desarrollado algun
tipo de cancer colorrectal, la repercusion del IMC sobre la longitud telomérica no se re-
fleja de manera tan evidente como en individuos sin esta patologia. En estos tejidos, el
proceso de transformacion maligna ejerceria un efecto superior sobre el acortamiento te-
lomérico, en comparacién con el que pudiese tener el IMC sobre la biologia de los tel6-

meros.

Los estudios de correlacion para los valores medios de LTM entre los tejidos tumora-
les y no tumorales también mostraron una asociacion positiva en los pacientes con nor-
mopeso, sobrepeso y obesidad. Estos resultados ponen de manifiesto, una vez més, la
influencia de la historia tisular en la longitud telomérica del tejido tumoral (Valls-Bau-
tista et al., 2015): la erosion de las secuencias teloméricas en individuos con sobrepeso
y obesidad ocurriré a nivel sistémico, por lo que tanto los telémeros de los tejidos tumo-
rales como los de los tejidos sanos sufrirdn un nivel de acortamiento muy parecido debido

al incremento en el IMC.

Por su parte, el nimero de casos que reactivaron la telomerasa no mostro diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con normopeso, sobrepeso y obesidad.
Estos resultados difieren de otros publicados recientemente, ya que varios estudios han
identificado una correlacion negativa entre los niveles de expresion de esta enzima y el
IMC (Epel et al., 2006; Melk et al., 2014; Kidir et al., 2017).

En 2004 se establecio, gracias a los descubrimientos de la investigadora Haendeler y
cols., que el estrés oxidativo favorece la exportacion de la subunidad catalitica de la telo-
merasa desde el nucleo hacia el citoplasma, impidiendo que la enzima lleve a cabo su
funcién de mantenimiento telomérico (Haendeler et al., 2004). Posteriormente, en 2016,
dos publicaciones revelaron que la adicién de bases nitrogenadas oxidadas durante la
elongacion de telomeros inducia una finalizacion prematura del proceso, reduciendo dras-
ticamente la actividad de la telomerasa (Fouquerel et al., 2016; Aeby et al., 2016). Por
estas razones, el estado de inflamacion cronico asociado al incremento del IMC seria el
responsable de la reduccion de la actividad telomerasa en pacientes con sobrepeso u obe-
sidad (Carulli et al., 2016; Lin et al., 2021).

Sin embargo, también existe bibliografia que define un incremento en los niveles de
telomerasa en situaciones de inflamacién y estrés oxidativo, principalmente en pacientes

que padecen sindrome metabolico, como asi lo detallan los trabajos de los autores
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Rentoukas y Gavia-Garcia (Rentoukas et al., 2012; Gavia-Garcia et al., 2020). La mo-
dificacion que provoca el estrés oxidativo sobre las bases nitrogenadas que componen el
ADN pueden favorecer la disrupcion de las estructuras de G-cuadruplex que protegen los
telomeros, haciendo que estos sean mas accesibles para la telomerasa (Fouquerel et al.,
2016; Lee et al., 2017). Ademas, se sabe que los individuos con obesidad sufren un in-
cremento en la activacion de la via Wnt/p-catenina (Nijhawan et al., 2020; Bagchi et al.,
2020), por lo que los niveles de actividad de la enzima pueden verse aumentados debido
a su interaccion con esta via de sefializacion, como ya han demostrado viarios estudios

realizados en lineas celulares (Hoffmeyer et al., 2012; Liu et al., 2021).

La relacion entre la funcién telomerica y las diferentes variables clinico-patolégicas
para cada grupo de pacientes (pacientes con normopeso, pacientes con sobrepeso y pa-

cientes con obesidad) también fue objeto de estudio.

En los tejidos tumorales, los pacientes clasificados en grupos de normopeso, sobre-
peso y obesidad no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de LTM de tumores colorrectales para ninguna de las variables clinico-patolégicas estu-
diadas. Cabe destacar una tendencia en el grupo de pacientes con normopeso hacia una
mayor longitud telomérica en tumores de estadios avanzados (estadios C y D de Dukes),
asi como un acortamiento de los telémeros en los tumores de colon derecho con respecto
a tumores de colon izquierdo o recto. La explicacion para estas observaciones se basaria
en el hecho de que los telémeros de tumores de pacientes con normopeso, al no estar
sometidos al efecto adverso que tiene el incremento del IMC (principalmente, inflama-
cion cronica), sélo se veran afectados por el proceso carcinogénico (acortamiento critico
de los telémeros y consecuente aumento de la inestabilidad genética) (Muller et al., 2016;
Harada & Morlote, 2020). Por su parte, los tejidos tumorales procedentes de pacientes
con sobrepeso y obesidad tienen asociado un acortamiento telomérico adicional inherente
al incremento del IMC (Garcia-Calzon et al., 2014; Barnes et al., 2019).

Para el Ratio T/N, los datos registrados en relacion con las variables clinico-patol6gi-
cas tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los 3
grupos de IMC, lo que vuelve a reflejar la influencia del IMC sobre el tamafio telomérico:
los tejidos tumorales y no tumorales de pacientes con sobrepeso y obesidad estaran so-
metidos a un estrés oxidativo y estado proinflamatorio cronico muy similar, propio de un
IMC elevado.
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Los estudios de actividad telomerasa en tumores, llevados a cabo en relacion con las
diferentes variables clinico-patoldgicas, indicaron, con diferencias estadisticamente sig-
nificativas, un mayor numero de casos con actividad telomerasa positiva en el grupo de
casos de colon izquierdo o recto, en pacientes con sobrepeso. En individuos con obesidad,
los tumores de recto mostraron un mayor nimero de casos que reactivaron la enzima. Los
tumores de colon izquierdo o recto se relacionan con mutaciones en genes supresores de
tumores (genes como APC o TP53) (Jiang, Y et al., 2020). Por ello, los tumores en estas
localizaciones, sometidos a un acortamiento evidente de sus telomeros, tanto por la divi-
sion celular incontrolada (consecuencia de la pérdida de control sobre la senescencia)
como por la celeridad de dicho acortamiento vinculado a un mayor valor de IMC (Gielen
et al., 2018), reactivan la telomerasa en mayor proporcion como mecanismo de supervi-
vencia (Grady & Markowitz, 2015).

Las diferencias en la actividad telomerasa en tumores con distinto estadio de Dukes
no fueron estadisticamente significativas, aunque si se observaron diferencias con rela-
cion al grado de invasion local o ganglionar del tumor, tanto en pacientes con sobrepeso
como en pacientes con obesidad. Los tumores con menor grado de invasion de capas
adyacentes mostraron un mayor nimero de casos con actividad telomerasa positiva en
ambos grupos de pacientes. En pacientes con sobrepeso, el nimero de casos con actividad
telomerasa fue mayor en tumores sin invasion ganglionar, mientras que en pacientes con
obesidad se detectdé una mayor proporcion de reactivacion de la enzima en tumores con
invasion ganglionar. De nuevo, parece ser que el mayor grado de acortamiento telomérico
en tumores que han dado lugar a escasa invasion es el responsable de que las células
tengan que reactivar la telomerasa como mecanismo de supervivencia para poder solven-
tar el problema de unos telomeros criticamente acortados (Akincilar et al., 2016; Toma-
sova et al., 2020). En pacientes con obesidad, el ambiente inflamatorio y oxidativo que
distingue a esta condicién fisioldgica podria ser el responsable del mantenimiento de la
actividad telomerasa en fases avanzadas de la enfermedad (caracterizadas por situaciones
de invasion ganglionar) (Lee et al., 2017; Bagchi et al., 2020; Liu et al., 2021).

Debido a su estrecha relacion con la activacion de las vias de senescencia y muerte
celular, la longitud telomérica y la actividad telomerasa se han convertido en unos para-
metros potencialmente Utiles en el diagndstico y seguimiento del cancer. La validez de la
funcién telomérica como herramienta para la prediccion del pronostico en tumores colo-

rrectales ha sido objeto de estudio en varios trabajos: Bertorelle analizd la actividad
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telomerasa en muestras tumorales de 21 pacientes afectados de CCR, observando una
reduccion en el Intervalo Libre de Enfermedad (ILE) en aquellos casos con una actividad
telomerasa elevada (Bertorelle et al., 2013); recientemente, otro estudio, publicado en
2019 y realizado también en individuos afectados de CCR, demostr6 una reduccién de la
Supervivencia Global en los pacientes con tumores de mayor longitud telomérica relativa
(Kroupaetal., 2019). También, nuestro propio grupo de investigacion establecié el papel
protector que el acortamiento telomérico en el tejido tumoral confiere a los sujetos afec-
tados de CCR (Fernandez-Marcelo et al., 2016).

Ademas de analizarse en tumores colorrectales, la funcion telomérica se ha estudiado
como factor prondstico en tumores que afectan otros tejidos. En 2010, Brems-Eskildsen
llevd a cabo un estudio en el que se analizaron muestras tumorales procedentes de 117
pacientes diagnosticados de cancer de prostata, determinando que los pacientes con tu-
mores que expresaban hTERT mostraban un peor prondstico clinico (reduccion del Inter-
valo Libre de Enfermedad o ILE) (Brems-Eskildsen et al., 2010). En cancer de mama,
existen estudios que demuestran que el acortamiento telomérico, tanto en el tejido tumoral
como en el tejido no tumoral adyacente, se correlaciona con un pronostico adverso de la
enfermedad (Zhou et al., 2012; Gay-Bellile et al., 2016).

En el caso de los tumores de pulmén, en 2014, un estudio que implicé a 164 indivi-
duos afectados de cancer no microcitico de pulmén establecié que los tumores con telé-
meros largos confieren un mejor pronostico clinico a los pacientes afectados (Jeon et al.,
2014). Un afio mas tarde, en 2015, nuestro grupo de investigacion publicé un articulo en
el que se establecia que el acortamiento telomérico de los tejidos tumorales reducia el
Intervalo Libre de Enfermedad de los pacientes afectados de cancer no microcitico de
pulmén (Fernandez-Marcelo et al., 2015). Con respecto a investigaciones en otros tipos
de tumores, trabajos anteriores de nuestro grupo demostraron un peor prondstico clinico
en pacientes afectados de cancer gastrico para tumores con telémeros acortados (Pascua
et al., 2015).

Para la poblacion incluida en los estudios prondstico basados en la longitud telomérica
de esta Tesis, un valor de LTM tumoral inferior a 6,5 Kb confirié un mejor pronostico
clinico, reduciendo la probabilidad de recidiva en los pacientes con telomeros tumorales
por debajo de este tamafio, independientemente del estadio de Dukes. La bibliografia ac-

tual, aparte de los estudios detallados en un parrafo anterior de esta Discusion que avalan
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la utilidad de los parametros de funcién telomérica en el establecimiento del pronéstico y
seguimiento del CCR, recoge otros estudios que no apoyan dicha utilidad. Ese es el caso
del trabajo llevado a cabo en 2016 por Suraweera y cols., en el que no se consiguié de-
mostrar ninguna diferencia significativa en el Intervalo Libre de Enfermedad de pacientes
afectados de CCR con tumores en los que sus telomeros estaban acortados o en compa-

racion con los que mostraron una longitud mantenida (Suraweera et al., 2016).

La realidad es que la funcion del acortamiento o del mantenimiento de los teloémeros
en tumores constituye un aspecto muy discutido en la bibliografia actual, con resultados
relativamente controvertidos. Asi, estudios como los llevados a cabo por Le Balc’hy Ye
en 2017 y 2021, respectivamente, indican una tendencia contradictoria a la mostrada en
esta Tesis: el acortamiento telomérico en el tejido tumoral reduce la Supervivencia Global
y el Intervalo Libre de Enfermedad de los sujetos afectados de CCR (Balc’h et al., 2017,
Yeetal.,, 2021).

El papel protector que el acortamiento telomérico tumoral confiere a los pacientes
considerados en esta Tesis también se ve apoyado por otras publicaciones. En 2004,
Gertler y cols. analizaron un total de 57 CCRs y determinaron que una longitud telomérica
tumoral inferior a 5,4 Kb aumentaba la probabilidad de Supervivencia Global en los pa-
cientes (Gertler et al., 2004). Valls y cols. observaron que los tumores con un Ratio
telomérico inferior a 1 (telomeros de tejidos tumorales mas cortos que los telémeros de
tejidos no tumorales) reducen de manera significativa la Supervivencia Global de los su-
jetos afectados de CCR (Valls et al., 2011). Cuatro afios mas tarde, un estudio realizado
en 94 pacientes que padecian CCR determin6 que los tejidos tumorales de estadios tem-
pranos y sin metastasis tenian los telémeros mas cortos que aquellos tumores de etapas
mas avanzadas (Mzahma et al., 2015). Un meta-analisis publicado en 2016 establecid
que las longitudes teloméricas elongadas en tumores colorrectales se relacionaban con
una reduccion en la Supervivencia Global (Jia & Wang, 2016). En 2019, Kroupa y cols.
analizaron el Ratio T/N entre la longitud telomérica relativa del tejido tumoral y el tejido
no tumoral, y de nuevo se identificé un mejor prondéstico de la enfermedad para los indi-
viduos con telémeros tumorales de Ratio inferior a 0,90 (Kroupa et al., 2019). En estu-
dios previos de nuestro grupo de investigacién, el analisis de la longitud telomérica de
tejidos colorrectales, realizado en 101 pacientes, mostro que tamarios inferiores a 6,35 Kb

se relacionaban con una mejor evolucion clinica (Fernandez-Marcelo et al., 2016).
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El tamafio telomérico en los tejidos colorrectales no tumorales analizados en esta Te-
sis también tuvo una implicacion en el prondstico de los pacientes afectados de CCR, ya
que los sujetos con longitudes teloméricas inferiores a 7,11 Kb mostraron un pronostico
clinico mas favorable, independientemente del estadio de Dukes de los canceres. Estos
resultados, una vez mas, apoyan la influencia del historial tisular sobre el desarrollo tu-
moral, en particular del CCR (Huang et al., 2016; Peacock et al., 2018).

En cuanto a la actividad telomerasa, nuestros resultados no indican diferencias esta-
disticamente significativas en relacion con el prondstico clinico de los pacientes incluidos
en los diferentes protocolos. En publicaciones previas de nuestro grupo de investigacion
en otras series de CCR tampoco se detectaron resultados significativos a este respecto,
unicamente tendencias hacia un prondstico clinico méas adverso en pacientes con tumores
colorrectales que reactivaban la telomerasa (Garcia-Aranda et al., 2006; Fernandez-
Marcelo et al., 2016). Ademas, en la bibliografia sobre el tema son varias las publicacio-
nes que asocian la reactivacion de telomerasa con una peor evolucion clinica del CCR.
Asi, en 2005 se analiz6 la actividad telomerasa de 103 muestras de tejidos tumorales co-
lorrectales, determinando que los individuos con dicha actividad positiva en tumores te-
nian una menor Supervivencia Global (Sanz-Casla et al., 2005). Dos afios mas tarde, se
publicé un trabajo en el que se mostrd que los pacientes afectados de cancer de recto con
un incremento en la actividad telomerasa en tejidos tumorales con respecto a tejidos no
tumorales adyacentes (denominado indice de telomerasa) tenian una mayor probabilidad
de recidiva y una Supervivencia Global inferior (Bautista et al., 2007). En 2011, el tra-
bajo publicado por Kojima revel6 que los tumores con actividad telomerasa y sin acorta-
miento de los telomeros reducian la Supervivencia Global al ser comparados con tumores
sin actividad telomerasa (Kojima et al., 2011). Bertorelle, en 2013, observd una reduc-
cién en el Intervalo Libre de Enfermedad de los pacientes con CCR y altos niveles de
expresion de hTERT en sus tumores en comparacion con sujetos cuyos tumores tenian

una menor expresion de este gen (Bertorelle et al., 2013).

Ademas de los estudios descritos en el parrafo anterior que respaldan el efecto nega-
tivo de la reactivacion de telomerasa sobre el pronostico clinico del CCR, hay trabajos
que indican una mejor evolucién clinica en los pacientes con tumores CCRs telomerasa
positivos. En 2002 se realizo un estudio en 122 sujetos con tumores colorrectales de es-
tadio 11 y se observo que los casos con actividad telomerasa positiva se relacionaron con

un incremento en el Intervalo Libre de Enfermedad de los pacientes (Kawanishi-Tabata
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etal., 2002). Por su parte, Safont y su grupo analizaron, en 2011, los niveles de expresion
del gen que codifica para la subunidad catalitica de la telomerasa en 48 muestras de teji-
dos tumorales colorrectales, observando que los tumores con una mayor expresion de este

gen conferian un aumento del Intervalo Libre de Enfermedad (Safont et al., 2011).

Otro de los pardmetros evaluados en los estudios pronostico establecidos en esta Tesis
fue el IMC de los pacientes con CCR. Al compararse el pronostico entre las subpoblacio-
nes analizadas de individuos con normopeso (IMC < 25kg/m?), individuos con sobrepeso
(IMC entre 25 y 29,9 kg/m?) e individuos con obesidad IMC > 30 kg/m?), no se obtuvie-
ron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, al dividir la poblacion en
dos subgrupos con un IMC inferior e igual o superior a 31,85 kg/m?, las diferencias en
torno al desarrollo clinico mostraron significacion estadistica, con una reduccion en el

Intervalo Libre de Enfermedad en el caso de los pacientes con mayor IMC.

La relacion entre el IMC y el prondstico clinico en el CCR ha sido objeto de numero-
sos trabajos de investigacion en los Gltimos tiempos. En 2016 se evalud a méas de 2.000
pacientes afectados de CCR, y se determind que los incluidos en los grupos de sobrepeso
y obesidad, Unicamente para tumores de estadio I, sufrieron una peor evolucion de la
enfermedad. Sin embargo, para tumores de estadios I11 y IV, los resultados fueron los
inversos, demostrandose un incremento en la Supervivencia Global en sujetos con un
valor de IMC superior a 25 Kg/m? (Kocarnik et al., 2016). Un estudio realizado en pa-
cientes asiaticos, en el afio 2017, puso de manifiesto que los pacientes clasificados como
obesos (IMC > 30 kg/m?) tenian una reduccion en su Supervivencia Global (Wang et al.,
2017). Los resultados de otro estudio retrospectivo llevado a cabo por Sakin 2 afios des-
pués indicaron que el Intervalo Libre de Enfermedad se reducia significativamente en los
individuos afectados de CCR con un IMC superior a 30 kg/m? (Sakin et al., 2019). En
2020 se publicé un articulo que afirmaba que los pacientes afectados de CCR y categori-
zados como sujetos con sobrepeso u obesidad tenian un mayor riesgo de recidiva que los
pacientes con un IMC inferior. Ademas, en este estudio se demostro que un valor de IMC
inferior a 18,5 Kg/m?, condicion fisiologica denominada como “infrapeso”, también tenia

un efecto negativo en la recurrencia y supervivencia (Hu et al., 2020).

No obstante, el IMC como factor prondstico en el desarrollo del CCR, al igual que se
ha demostrado con la longitud telomérica y con la actividad telomerasa, no esta exento

de controversia.
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La dualidad de la influencia del IMC sobre el desarrollo del cancer en general, y sobre
el CCR en particular, se debe principalmente a lo que los autores denominan la “paradoja
de la obesidad” (obesity paradox, en inglés): en los individuos que sufren algln tipo de
cancer, la grafica que define la supervivencia en funcién del IMC (individuos con nor-
mopeso, sobrepeso u obesidad) adopta una forma de “U” o “J”, lo que indicaria que los
sujetos con un IMC elevado podrian verse favorecidos frente al desarrollo del cancer
(Caan & Kroenke, 2017). En la bibliografia actual se pueden encontrar numerosos tra-
bajos que apoyan esta hipdtesis, no solamente en pacientes afectados de CCR (Schlesin-
ger et al., 2014; Daniel et al., 2016; Kroenke et al., 2016), sino también en otros tipos
de tumores, como los renales, de cabeza y cuello, de prdstata o de mama (Hakimi et al.,
2013; Alarfi et al., 2017; Grossberg et al., 2016; Martini et al., 2021).

La explicacién a esta paradoja resultaria de gran interés para poder comprender las
implicaciones clinicas del IMC en el pronéstico de los pacientes con alguna de estas pa-
tologias. Hasta la fecha, las razones que justifican este comportamiento se basan en dos
conceptos: explicacion metodoldgica y explicacion clinica (Lennon et al., 2016). Las
explicaciones metodoldgicas abordan las causas desde el punto de vista del disefio expe-
rimental de las investigaciones, como pueden ser el empleo del IMC en lugar de la com-
posicién de tejido graso de los pacientes para evaluar su condicion fisiologica, eleccion
de los sujetos incluidos en los estudios de forma sesgada, o lo que en la bibliografia se
define como “causalidad reversa” (algunos pacientes con un IMC elevado en etapas an-
teriores al diagndéstico del tumor han podido sufrir una reduccion drastica de su peso cor-
poral, debido al avance y desarrollo de la enfermedad, hasta alcanzar valores de normo-
peso) (Gonzalez et al., 2014; Renehan et al., 2014). Por su parte, las explicaciones cli-
nicas se basan en la reduccion de la agresividad de los tumores y en una mejor respuesta
a los tratamientos en pacientes con sobrepeso u obesidad (Sinicrope et al., 2013; Wong
et al., 2014).

Debido a la falta de resultados concluyentes que expliquen al verdadero papel del
IMC en el prondstico del CCR, resulta imprescindible continuar desarrollando lineas de

investigacidn que aporten respuestas en este punto.

En los estudios pronostico establecidos en el presente trabajo también se considera-
ron variables como el sexo de los pacientes. En varones se mantuvieron las diferencias

detectadas en relacion con el IMC, registrando una mejor evolucién de la enfermedad los
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sujetos varones con un valor de IMC inferior a 31,85 kg/m2. Sin embargo, cuando se
analizaron Unicamente pacientes de sexo femenino, esas diferencias dejaron de alcanzar

la significacion estadistica.

El comportamiento del IMC en funcion del sexo se ha estudiado en una amplia varie-
dad de tumores. Un estudio llevado a cabo en 263 pacientes afectados de cancer no mi-
crocitico de pulmén concluyé en 2017 que los sujetos varones con un IMC inferior a 18,5
kg/m? sufrian una reduccion en su supervivencia, mientras que en mujeres estas diferen-
cias no se observaron (Kawai et al., 2017). En ese mismo afio, un estudio realizado por
el grupo de Kanemasa en pacientes con linfoma difuso de células B grandes mostro que
los individuos varones clasificados como normopeso o0 sobrepeso tuvieron una mejor Su-
pervivencia Global que los pacientes del mismo sexo con valores de IMC superiores 0
inferiores, sin observarse dichas diferencias al considerar Unicamente mujeres (Ka-
nemasa et al., 2017). También en 2017, se publicé un trabajo sobre 22 ensayos clinicos
que englobaban varios tipos tumorales, entre los que se encontraban tumores de vejiga,
rifidn, colon o pulmon, en el que se determind que, Unicamente en varones, un valor de
IMC > 25 kg/m? tenia un efecto protector en la Supervivencia Global de los pacientes
estudiados (Greenlee et al., 2017).

Las posibles razones de la influencia del IMC en el pronostico de pacientes varones
afectados de cancer, y no en mujeres, se refiere principalmente a caracteristicas biologicas
ligadas al sexo: la distribucién de grasa corporal en hombres es diferente a la de las mu-
jeres, acumulandose mayores depdsitos de grasa visceral en el sexo masculino (Power &
Schulkin, 2008); los andrdgenos y los estrogenos tienen efectos diferentes en el micro-
ambiente tumoral (en concreto, los estrgenos tienen un efecto inhibidor en las vias de
sefializacion mediadas por NF-xB) (Kim, H et al. 2018; Wuidar et al., 2021); el sistema
inmunitario en hombres y mujeres tiene un comportamiento desigual, detectandose en el
género femenino un incremento de la respuesta inmunitaria adaptativa (principalmente
linfocitos By T) (Klein & Flanagan, 2016); la falta de inactivacion de una de las copias
del cromosoma X, caracteristico de las células somaticas en mujeres, puede proteger de
mutaciones que afectan a genes supresores de tumores (Dunford et al., 2017). Estas cua-
lidades fisiolégicas asociadas al sexo femenino podrian enmascarar el efecto del IMC

sobre el pronostico clinico del CCR que si se observa en pacientes varones.
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Para finalizar con los estudios pronostico en la serie de pacientes analizados para te-
jidos colorrectales, se procedio a determinar si el papel protector del acortamiento telo-
mérico, tanto en los tejidos colorrectales tumorales como en los no tumorales, se mantenia
al tener en cuenta el valor del IMC. Los resultados obtenidos en el subgrupo de pacientes
con un IMC inferior a 31,85 kg/m? indicaron que los telémeros mas acortados, en los
tejidos colorrectales, se relacionaban con un mejor pronostico clinico, si bien las diferen-
cias, en este caso, no fueron independientes del estadio tumoral. Cuando se analizo la
subpoblacion de casos con un IMC igual o superior a 31,85 kg/m?, las diferencias en el
pronostico clinico dejaron de ser estadisticamente significativas para ambos tejidos colo-
rrectales. Sin embargo, la tendencia observada para un IMC inferior se mantenia, e in-
cluso con mayor intensidad, ya que en el subgrupo de individuos con telémeros tumorales

y no tumorales acortados no se detectd ningun caso de recidiva tumoral.

Dado que la subpoblacion de pacientes con un IMC inferior a 31,85 kg/m?, en su
mayoria, esta conformada por pacientes clasificados como normopeso y sobrepeso, los
efectos proinflamatorios cronicos que caracterizan a la tendran una escasa influencia
(Gregor & Hotamisligil, 2011; Choi et al., 2013). Sin embargo, en la subpoblacion de
individuos con un IMC igual o superior a 31,85 kg/m?, la proteccion detectada para el
acortamiento telomérico podria verse potenciada, puesto que los pacientes con tumores
con mayores longitudes teloméricas tendrian un prondéstico clinico adverso, méas acen-
tuado si cabe, como consecuencia de la condicion inflamatoria basal que acompafia a la
obesidad. No obstante, el reducido nimero de casos estudiados para este subgrupo de
individuos no permite alcanzar conclusiones definitivas a este respecto. Resulta esencial,
por tanto, llevar a cabo una investigacién mas profunda incrementando el nimero de ca-

sos sometido a estudio.

5.2. FUNCION TELOMERICA EN TEJIDOS ADIPOSOS, EN RE-
LACION CON EL CANCER COLORRECTAL Y CON EL
INDICE DE MASA CORPORAL.

Una vez estudiado el comportamiento de la funcién telomérica y del IMC en los teji-
dos colorrectales, y su papel en el prondstico clinico del CCR, la funcién telomérica se

evalud en la poblacion de tejidos adiposos (TAV y TAS) considerados en esta Tesis.
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Desde hace varios afos, se ha observado que el tamafio de los telémeros en los TAV
y en los TAS es diferente. Las investigaciones realizadas por Lakowa en 2015 sefialaron
un tamafio telomérico inferior en los TAS con respecto a los TAV, al analizar los tejidos
adiposos de 97 pacientes con y sin obesidad (Lakowa et al., 2015). EI menor tamafio en
las secuencias teloméricas en los TAS podria deberse a una mayor tasa de proliferacion
de las células progenitoras adiposas denominadas células madre derivadas del tejido adi-
poso (adipose-derived stem cells 0 ASC, en inglés) en los TAS en comparacion con las
de los TAV, como demostro el grupo de van Harmelen (Van Harmelen et al., 2004). Las
células progenitoras de los TAS responden mejor a los diferentes factores de crecimiento
y diferenciacion, lo que les permite tener una mayor capacidad proliferativa que las célu-
las progenitoras de los TAV (Kim et al., 2016).

Los analisis de longitud telomérica en los TAV y en los TAS llevados a cabo en esta
Tesis indicaron telomeros con tamafios muy similares para ambos tejidos, ademas de de-
tectarse una correlacion positiva entre las dos medidas. Esta correlacion entre la longitud
telomérica en los dos tejidos adiposos investigados se ha observado en otros trabajos,
como el de Gurung en el afio 2020, en el que se evalud a mas de 90 individuos asiaticos
sometidos a cirugia bariatrica (Gurung et al., 2020).

Los Ratios T/S de los TAV y TAS no se correlacionaron con la edad de la poblacién
investigada en nuestro trabajo. Sin embargo, varios autores si han conseguido demostrar
una correlacion negativa entre el tamafio telomérico del tejido adiposo y la edad, como
ocurre en la mayoria de tejidos: en 2013, se publicé un articulo en el que se estudié el
ratio de acortamiento telomérico en leucocitos, musculo, piel y tejido adiposo, y todos
ellos veian reducida su longitud telomérica cuanto mayor era la edad de los sujetos de los
que procedian (Daniali et al., 2013). En el mismo afio, Wu y cols. examinaron muestras
de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo procedentes de nifios, adul-
tos y ancianos, descubriendo que sus longitudes teloméricas se iban acortando al avanzar
la edad (Wu et al., 2013).

Los resultados para la actividad telomerasa indicaron una reactivacion enzimatica en
el 20,3% de los TAV y en el 10,1% de los TAS analizados. Debido al contenido de células
ASC en los tejidos adiposos, es posible detectar niveles de activacion de la telomerasa
que les permitan realizar sus funciones de renovacion y diferenciacion celular (Ogura et
al., 2014; Aprile et al., 2021).
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Sin embargo, los TAV y los TAS tienen patrones de expresion génica diferentes, de-
tectandose en los primeros unos mayores niveles de ciertas adipoquinas y otras moléculas,
como la leptina, adiponectina y citoquinas proinflamatorias (Ibrahim, 2010). Estas dife-
rencias moleculares podrian influir en la actividad enzimatica de la telomerasa: un estudio
realizado en 2011 en pacientes con cancer de mama desveld que los niveles de leptina
circulante se correlacionaban positivamente con la expresion de hTERT en el tejido tu-
moral, indicando una conexidn entre ambas moléculas (Rahmati-Yamchi et al., 2011).
El tratamiento de células de musculo liso vascular con adiponectina estimula la actividad
telomerasay reduce la apoptosis tras ser sometidas a elevadas concentraciones de glucosa
(Cui et al., 2020). Chung y cols. analizaron los niveles de expresion de hTERT en células
tratadas simultaneamente con IL-6 y TNF-a (citoquinas proinflamatorias), observando un
incremento en la expresion de la subunidad catalitica de la telomerasa, mediado por la
activacion de la via de sefalizacion STAT y posterior union al promotor de hTERT
(Chung et al., 2017).

En nuestro caso, los estudios de longitud telomérica en funcion de la reactivacion de
la telomerasa revelaron un comportamiento diferente entre los dos tejidos adiposos so-
metidos a estudio. En los TAS, los valores de Ratios T/S fueron muy semejantes, tanto
en presencia como en ausencia de actividad telomerasa. Por su parte, en los TAV se de-
tectd un acortamiento telomérico en los casos con la enzima reactivada, con diferencias
cercanas a la significacion estadistica. Una mayor expresion y liberacion de adipoquinas
y citoquinas proinflamatorias, propio de los TAV, conllevaria una mayor accion oxidativa
sobre sus telomeros, reduciendo su tamafio (Reichert & Stier 2017). Este mayor acorta-
miento telomérico seria el desencadenante de la reactivacion de la telomerasa por parte
de las células progenitoras de los TAV, necesario para renovar el tejido. Referente a los
TAS, la menor erosién que sufren sus teldmeros por parte de estas moléculas hace que
las longitudes teloméricas sean muy similares tanto en ausencia como en presencia de
telomerasa. La actividad telomerasa detectada en estos tejidos procederian de la actividad
basal de este tipo de células y no por el acortamiento telomérico de las células que inte-
gran los TAS (Minteer et al., 2013; De Francesco et al., 2015).

Uno de los principales efectos de la obesidad sobre el organismo es el desarrollo de
un estado pro-inflamatorio crénico provocado, principalmente, por la ingesta excesiva de
nutrientes. La acumulacion de estos nutrientes impide que las células del tejido adiposo

blanco (especialmente adipocitos) puedan captarlos por completo (principalmente, por el
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bloqueo del receptor de insulina), por lo que se activan sefiales intracelulares relacionadas
con una respuesta inflamatoria. Este estado de inflamacion se encuentra mediado por di-
versas citoquinas, como TNF-a o IL-1, que favorecen la llegada y activacion de distintas
células del sistema inmune (entre las que se encuentran macrofagos y linfocitos T). Esta
situacion conduce a una fuerte respuesta inflamatoria, que inhibe las funciones metabdli-
cas de las células que componen el tejido adiposo (desarrollando resistencia a insulina) y
retroalimenta este ambiente inflamatorio (Gregor & Hotamisligil, 2011). Con respecto
a las células del sistema inmunitario que participan en este estado de inflamacion cronico
vinculado con la obesidad, el reclutamiento de los macréfagos hacia estos tejidos adipo-
sos se debe principalmente a tres factores: 1) elevados niveles de citoquinas con un efecto
proinflamatorio; 2) aumento de la muerte celular provocada por la hipertrofia de los adi-
pocitos; 3) liberacidn de acidos grasos por parte de los adipocitos que mueren, gue actian
como antagonistas de moléculas que estimulan la respuesta inflamatoria (Sun et al.,
2011). Por su parte, otras células del sistema inmunitario, como los linfocitos T CD8",
son clave en las primeras etapas de este proceso de inflamacién, ya que favorecen la di-
ferenciacion y activacion del resto de células inmunes (incluidos los macréfagos) (Nishi-
mura et al., 2009).

Los datos obtenidos en el estudio de la longitud telomérica considerando los grupos
de IMC, con independencia de la afectacién por CCR, indican unos valores medios para
los Ratios T/S similar en los dos tejidos adiposos, con una reduccién del tamafio telomé-
rico cuanto mayor fue el IMC. No obstante, es en los TAS donde se observa, con diferen-
cias estadisticamente significativas, una longitud telomérica superior en individuos con
normopeso frente a sujetos con sobrepeso y obesidad. Moreno-Navarrete analizé las lon-
gitudes teloméricas de mas de 70 muestras procedentes de TAS de pacientes con diversos
valores de IMCs, obteniéndose una correlacion negativa entre el tamafio telomérico y el
IMC (Moreno-Navarrete et al., 2010). Otro estudio, publicado dos afios mas tarde, com-
pard la longitud telomérica relativa (Ratio T/S) de los TAV y los TAS entre pacientes
obesos y no obesos. En dicho estudio, se descubri6 que, en el primer grupo de pacientes,
las secuencias teloméricas eran un 23% y un 28% mas cortas para los TAV y TAS, res-
pectivamente, en comparacion con el grupo control (Monickaraj et al., 2012). Mas re-
cientemente, en 2020, Gurung analizé las longitudes teloméricas de los TAV y de los
TAS de individuos sometidos a cirugia bariatrica, y observo que se correlacionaban ne-

gativamente con el IMC de los sujetos (Gurung et al., 2020).
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Estos hallazgos estan en consonancia con los obtenidos en esta Tesis, principalmente
en los TAS, y no hacen més que sustentar las diferencias en cuanto a la longitud telomé-
rica de ambos tejidos adiposos. La mayor produccion basal de moléculas proinflamatorias
que caracteriza a los TAV afectaria de manera muy similar tanto a los tejidos de indivi-
duos con normopeso como a los de un IMC superior, haciendo que las diferencias de
longitudes teloméricas entre ellos sean menores (Ibrahim, 2010). Por su parte, el incre-
mento de la inflamacion ligado a un IMC elevado si tendra un efecto visible sobre los

telémeros de los TAS.

Ademas, los analisis de correlacion para los Ratios T/S entre los TAV y TAS en los
3 grupos de IMC evaluados (individuos con normopeso, con sobrepeso y con obesidad)
apoyan el efecto erosivo del incremento en el IMC sobre el tamafio de los telémeros. En
individuos con normopeso no se detectd correlacion entre las longitudes teloméricas de
ambos tejidos adiposos, pero si se observo en sujetos con sobrepeso y con obesidad. En
individuos con normopeso, la longitud telomérica entre ambos tejidos adiposos es dife-
rente, consecuencia de un comportamiento metabolico distinto (diferentes niveles de lep-
tina, adiponectina 0 TNF-a, entre otras moléculas) (Ibrahim, 2010). Sin embargo, en
individuos con sobrepeso y obesidad, los telémeros de ambos tejidos adiposos sufriran
un efecto similar por parte del ambiente inflamatorio y oxidativo propios de un IMC ele-
vado, permitiendo detectarse una correlacién entre el tamafio de sus secuencias teloméri-
cas (Reichert & Stier, 2017).

Continuando con la relacién entre la funcion telomérica y el IMC, los resultados para
la actividad telomerasa recogidos en esta Tesis mostraron, tanto para los TAV como para
los TAS, un incremento en la reactivacion de la telomerasa en el grupo de individuos con

sobrepeso, reduciéndose en sujetos con obesidad.

La actividad telomerasa detectada en los tejidos adiposos refleja el potencial replica-
tivo que tienen sus células progenitoras. El incremento en el IMC es un factor que reduce
la capacidad de adipogénesis y proliferacion de las células ASC, lo que se traduce en un
aumento en el tiempo de division celular, senescencia prematura y parada del ciclo celular
en situaciones de obesidad (De Girolamo et al., 2013; Oliva-Olivera et al., 2016). En
base a estas observaciones, la deteccion de actividad telomerasa en los tejidos adiposos

ird siendo menor a medida que se incremente el IMC (sujetos obesos).
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Finalmente, la longitud telomérica de ambos tejidos adiposos en funcién de la reacti-
vacion de la telomerasa, en individuos con normopeso, sobrepeso y obesidad, no mostro
diferencias estadisticamente significativas. No obstante, el comportamiento fue diferente
en presencia o ausencia de actividad telomerasa: los telomeros de los TAV que reactiva-
ron la enzima tuvieron tamarios inferiores, y los TAS con actividad telomerasa mostraron
telomeros mas largos. De nuevo, el metabolismo pro-inflamatorio de los TAV seria el
responsable del acortamiento telomérico y posterior reactivacion de la telomerasa para
poder renovar dicho tejido (Ferguson et al., 2015). Por su parte, los TAS con activacion
de la enzima y mayor longitud telomérica representarian el proceso fisioldgico de expan-
sion del tejido adiposo en respuesta al incremento en el IMC.

Sin embargo, estos resultados no son del todo concluyentes por el reducido nimero
de casos con actividad telomerasa positiva que han podido ser evaluados en los dos tejidos
adiposos. Esto hace que sean necesarias futuras investigaciones que contribuyan a clari-

ficar esta hipdtesis.

Su clasificacion como un tejido “endocrino” coloca al tejido adiposo (mas concreta-
mente, el tejido adiposo blanco) en una posicidn bastante importante en el desarrollo y
progresion de numerosos canceres, incluidos los colorrectales (Ose et al., 2020). El tejido
adiposo visceral se ha correlacionado con elevados niveles de metabolitos pro-tumorales,
como citoquinas inflamatorias, &cido araquidénico o enzimas relacionadas con la sintesis
de prostaglandinas (Liesenfeld et al., 2015). Por su parte, el tejido adiposo subcutaneo se
relaciona con moléculas implicadas en el metabolismo lipidico, como la leptina (Lee et
al., 2016). La mayor sintesis de moléculas inflamatorias que caracterizan a los TAV se
ve favorecida por la infiltracion de células del sistema inmune (principalmente, macroéfa-
gos) (Curat et al., 2006; Kralova Lesna et al., 2016). Ademas, varios trabajos definen
la capacidad de migracién de las células ASC hacia las regiones susceptibles de desarro-
Ilar el tumor correspondiente, donde promoveran la tumorigénesis (Zhang et al., 2009;
Zhang et al., 2016). Por todo lo anterior, el tejido adiposo tiene una gran influencia en el
inicio y desarrollo del CCR.

Ademas, los tejidos adiposos, principalmente los TAV, constituyen una gran fuente
de factores y moléculas ligados a actividades proinflamatorias y oxidativas, que alcanza-
rian los tejidos colorrectales (tanto en etapas previas al inicio del tumor, como una vez ya

formado) y ejercerian su efecto sobre ellos (Coelho et al., 2013). Por su parte, los tejidos
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tumorales también serian capaces de liberar sustancias susceptibles de alterar el correcto
funcionamiento de otros tejidos no relacionados con el tumor, como podrian ser los teji-

dos adiposos.

El efecto que el tejido tumoral puede desempefiar en otras regiones distantes se debe
a la accion de los llamados “oncosomas”, un tipo de exosoma liberado por células tumo-
rales que contiene factores oncogénicos, capaces de alterar el correcto funcionamiento de
las células sanas en tejidos no relacionados con el tumor primario (Thery, C. 2006; Al-
Nedawi et al., 2008). Existen estudios realizados en las lineas celulares DLD-1, proce-
dentes de adenocarcinomas colorrectales, que han determinado su capacidad de liberar
exosomas con altos niveles del factor tisular (TF), favoreciendo el proceso de transicion
epitelio-mesénquima (EMT, en inglés) en el nicho tumoral (Garnier et al., 2012). De-
mory-Beckler analizé los exosomas liberados por células tumorales de colon deficientes
para el gen KRAS y detectd que estas microvesiculas contenian factores oncogénicos,
tales como KRAS, EGFR o c-Src (Demory Beckler et al., 2013). Un estudio en el afio
2018 revel6 que los pacientes afectados de CCR tienen niveles séricos elevados de exo-
somas que contienen dos mi-ARNs encargados de regular varias vias implicadas en pro-
liferacion, angiogénesis y apoptosis, como son el miR-17-5p y el miR-92a-3p (Fu et al.,
2018).

La explicacion a los resultados obtenidos en esta Tesis que relacionan la longitud
telomérica y la actividad telomerasa en los dos tejidos adiposos con el CCR necesita la
valoracion conjunta de ambos aspectos que definen la funcion telomérica (longitud telo-
mérica relativa y actividad telomerasa). Para los dos tejidos adiposos, la longitud telome-
rica relativa es superior en los pacientes afectados de CCR, observandose una correlacién
entre ambos tejidos en individuos con y sin este tipo tumoral. Ademas, el nimero de casos
con actividad telomerasa positiva en los TAV fue muy similar en individuos con y sin
CCR; en los TAS se detectd6 un mayor numero de casos que reactivaron la enzima en
pacientes afectados de CCR, aunque sin alcanzar diferencias estadisticamente significa-

tivas.

Estas observaciones pueden deberse a factores derivados del tumor, que alcanzan los
tejidos adiposos y alteran su funcionamiento telomérico. Dichos factores pueden estar
relacionados con el mantenimiento y elongacion de los telémeros, principalmente a través

de la enzima telomerasa. El andlisis de diversas lineas celulares, entre las que se incluian
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algunas procedentes de carcinomas colorrectales, demostrd que estas eran capaces de li-
berar al microambiente exosomas que contenian subunidades de la telomerasa con acti-
vidad catalitica (hTERT), pudiendo ser captadas por células “aceptoras” y adquirir acti-
vidad telomerasa (Gutkin et al., 2016). También se ha descubierto en el suero de pacien-
tes con CCR una mayor cuantificacion de diversos oncosomas que contienen un tipo de
mi-ARN, denominado miR-1246, que favorece la proliferacion, migracion e invasion de
las células tumorales, a través de su interaccion con las vias Wnt/B-catenina o
JAK/STATS (Ogata-Kawata et al., 2014; Cooks et al., 2018; Ghafouri-Fard et al.,
2022). Todas estas moléculas, secretadas al medio a través de oncosomas, podrian ser
capaces de alcanzar tejidos distantes, como los TAV y los TAS, y favorecer tanto la reac-
tivacion de la telomerasa como la elongacion de los telémeros. Esta situacion seria la
responsable de la deteccion de un mayor tamafio telomérico y actividad telomerasa en los

tejidos adiposos de sujetos afectados de CCR.

A pesar de estos resultados, no se detectaron diferencias estadisticamente significati-
vas para la longitud telomérica en base a la reactivacion o no de la telomerasa, para nin-
guno de los tejidos adiposos en sujetos con y sin CCR. Por tanto, resulta esencial seguir
analizando, en futuras investigaciones, la funcién telomérica en los tejidos adiposos y su

vinculacion con el desarrollo de este tipo tumoral.

De nuevo, la posible implicacion del tejido adiposo en el desarrollo del CCR hace
imprescindible la necesidad de evaluar la funcién telomérica y su relacion con las varia-

bles clinico-patoldgicas de los pacientes afectados por esta patologia.

Los estudios de longitud telomérica relativa para los tejidos adiposos analizados en
esta Tesis no indicaron diferencias estadisticamente significativas en funcion del sexo de
los pacientes, estadio de Dukes o localizacion del tumor. Sin embargo, se detectdé una
menor longitud de los telémeros en los TAS procedentes de pacientes con tumores de
elevada invasion local (tumores identificados como T4), en comparacion con tumores
clasificados como T1, T2 o T3. Diversas moléculas liberadas por el tumor pueden alcan-
zar el tejido adiposo y activar mecanismos de sefializacién relacionados con procesos de
inflamacién, como la via Wnt/B-catenina (Sharma et al., 2017; Houschyar et al., 2018;
Ghafouri-Fard et al., 2022). Si esta situacion se mantiene en el tiempo (como ocurrird
con tumores T4, relacionados con etapas mas avanzadas), se producird un mayor acorta-

miento de las secuencias teloméricas de estos tejidos adiposos.
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Esta menor longitud telomérica relativa en los TAS de pacientes con tumores de ele-
vada invasion local también puede explicarse desde el punto de vista de una tasa de re-
plicacion diferente por parte de los adipocitos que los componen. Un incremento en la
tasa de replicacion de las células que componen el TAS aumentaria la sintesis de citoqui-
nas procedentes de ellas, lo que estimularia el desarrollo del cancer (Sistigu et al., 2017;
Hibino et al., 2021). Por esta razon, los TAS con telémeros més cortos (debido a un

mayor ratio de division celular) se relacionarian con tumores con mayor invasion local.

Por su parte, los TAV mostraron una tendencia, pero sin diferencias estadisticamente
significativas, hacia unos teldémeros més cortos al proceder de individuos con tumores
que han dado lugar a metastasis a distancia (M1), en comparacion con los TAV de sujetos
con tumores de tipo MO. Estas observaciones contintan en la linea de lo establecido para
el grado de invasion local (descriptor T), explicado en el parrafo anterior: la presencia de
metastasis a distancia (M1) se correlaciona con una etapa méas avanzadas de la enferme-
dad, donde la respuesta inflamatoria ha ido acortando la longitud de los telémeros en los
TAV. El acortamiento telomérico en sujetos con tumores metastasicos (M1) podria de-
berse, de nuevo, a una mayor tasa de replicacion de las células que componen este tejido
adiposo, capaces de sintetizar y liberar cantidades superiores de factores inflamatorios

que favorezcan la metastasis del tumor (Hibino et al., 2021).

Prosiguiendo con la funcion telomérica en los TAV y TAS, la reactivacion de la telo-
merasa para los TAV fue superior en varones, al comparar con el grupo de mujeres, con
diferencias estadisticamente significativas. Como ya se ha definido, los estrogenos pue-
den ejercer un efecto inhibidor sobre la via NF-«B, la cual participa en la transcripcion
del gen hTERT (Chung et al., 2017; Kim et al., 2018; Wuidar et al. 2021). Esta cualidad
de los estrdgenos podria ser la responsable de prevenir la reactivacion de la enzima telo-
merasa en los tejidos adiposos de pacientes mujeres con CCR, viéndose influenciado por
el aumento, a nivel organico, de factores proinflamatorios liberados por el microambiente
tumoral. Los pacientes varones no dispondrian de la proteccién otorgada por los estrége-
nos, lo que favoreceria que sus tejidos adiposos recuperen la actividad telomerasa en ma-

yor proporcion que las mujeres.

Para el estadio de Dukes y la localizacion tumoral, las diferencias en cuanto a la acti-
vidad telomerasa para los TAV y los TAS no fueron estadisticamente significativas. El

ambiente inflamatorio al que estan sometidos los tejidos adiposos de pacientes con CCR,
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consecuencia tanto de su propio metabolismo como de la liberacién de moléculas por
parte del tumor, podria tener efectos contradictorios sobre la reactivacion de la telome-
rasa: inhibicién o estimulacion de su actividad enzimatica (Fouquerel et al., 2016; Liu
et al., 2021). Por ello, la reactivacion de la telomerasa en los TAV y en los TAS no esta
relacionada con ninguna etapa de la enfermedad, como si pueda estarlo la longitud telo-

mérica.

El desequilibrio metabdlico relacionado con el aumento del IMC es uno de los prin-
cipales desencadenantes del CCR asociado a la obesidad. Se ha demostrado que el incre-
mento de leptina y la disminucion de adiponectina, detectados en los individuos con obe-
sidad, inducen la proliferacion, supervivencia e invasividad de las células tumorales de
colon a través de la activacion de sefiales mediadas por NF-xB o STAT3 (Yoon et al.,
2014).

Los analisis de longitud telomérica relativa para los TAV y TAS, en sujetos con y sin
CCR dentro de cada grupo de IMC, mostraron, con diferencias estadisticamente signifi-
cativas, un acortamiento de los telomeros de ambos tejidos en ausencia de la enfermedad,
pero Unicamente en pacientes con sobrepeso. No obstante, en los sujetos con obesidad,
estas tendencias también se mantuvieron, aunque sin significacion estadistica. Por su
parte, al evaluar las diferencias en la longitud telomérica entre los 3 grupos de IMC, en

sujetos con y sin CCR, dichas diferencias no mostraron significacion estadistica.

Estos datos resultan clave para mantener la teoria que defiende la influencia del mi-
croambiente tumoral sobre la biologia de los tejidos adiposos analizados: el CCR induce
la elongacion de los telomeros de ambos tejidos adiposos a través de la liberacion de
moléculas pro-oncogénicas por parte de las células cancerosas (Gutkin et al., 2016;
Ghafouri-Fard et al., 2022).

En ausencia de CCR, la inflamacion que acompafia al aumento del IMC afectara de
forma muy similar a las secuencias teloméricas de los tejidos adiposos de individuos con
sobrepeso y obesidad, por lo que las diferencias de tamafio entre ellos serdn menos evi-

dentes.

Continuando con los analisis de correlacion entre longitudes teloméricas relativas de
los TAV y TAS, sélo se detect6 una correlacion positiva en sujetos con sobrepeso y CCR,
y en individuos obesos sin CCR. Desde el punto de vista de su actividad metabdlica y
proliferativa, el comportamiento desigual que diferencia a los TAV y TAS podria ser el
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responsable de esta ausencia de correlacion entre sus longitudes teloméricas, ya que los
TAS tienen una mayor tasa de replicacion y, previsiblemente, telomeros mas cortos (La-
kowa et al., 2015).

El andlisis de la actividad telomerasa y el CCR dentro de cada grupo de IMC indicd
un comportamiento similar para los dos tejidos adiposos. En individuos clasificados en el
grupo de sobrepeso, los dos tejidos adiposos tuvieron un mayor porcentaje de reactivacion
de la enzima en ausencia de CCR, mientras que, en sujetos con obesidad, la reactivacion
de la enzima fue superior en ambos tejidos adiposos en el grupo de pacientes afectados
de CCR. Al evaluar la actividad telomerasa y el IMC para sujetos con y sin CCR, en
pacientes con la enfermedad se detecté una mayor reactivacion en los grupos con sobre-
peso y obesidad, con diferencias muy cercanas a la significacion estadistica. Por su parte,
en individuos sin CCR, el grupo de sobrepeso mostr6 una mayor reactivacion de la en-
zima en los dos tejidos adiposos, en comparacion con los sujetos con obesidad.

En pacientes afectados por tumores colorrectales, la mayor reactivacién de la telome-
rasa en los tejidos adiposos de pacientes con sobrepeso y obesidad con respecto a los
pacientes con normopeso constituye un evento esperado, puesto que el aumento en el
IMC inducira la expansion del tejido adiposo por parte de las células progenitoras que lo
componen (Aprile et al., 2021). Cabe destacar que esta reactivacion de la telomerasa por
parte de los tejidos adiposos procedentes de pacientes con sobrepeso y obesidad puede
verse potenciada por la influencia del tumor sobre el tejido adiposo, siendo una prueba
mas de la conexion tejido adiposo-tumor ya comentada con anterioridad en esta Discu-
sion.

Centrando los analisis en los sujetos que no desarrollan CCR, una mayor deteccion
de telomerasa en los TAV y TAS de sujetos con sobrepeso, con respecto a sujetos con
obesidad, seria consecuencia del efecto perjudicial que tiene la obesidad sobre la capaci-
dad replicativa de las células ASC encargadas de mantener la homeostasis celular del
tejido adiposo, haciendo que activen en menor proporcion la telomerasa (Oliva-Olivera
etal., 2017).

Para terminar con los resultados de funcidn telomérica, la longitud telomérica relativa
fue superior, de manera estadisticamente significativa, en los TAS pertenecientes al grupo
de pacientes con sobrepeso y CCR que reactivaron la telomerasa. La deteccion de unas

mayores longitudes telomericas en presencia de la telomerasa activa indicaria la funcion
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bioldgica que tiene la enzima sobre el mantenimiento de los telomeros (Blackburn &
Collins, 2011). No obstante, el reducido nimero de casos de que se dispone con actividad
telomerasa activa no es suficiente para observar el comportamiento en el resto de escena-
rios, lo que implica poder continuar con estas investigaciones para poder aclarar estas

observaciones.

Centrando los estudios de funcién telomérica para las diferentes variables clinico-
patoldgicas en los TAV y TAS, los analisis de longitud telomérica relativa en los TAV
no revelaron diferencias estadisticamente significativas entre el sexo de los pacientes o el
estadio de Dukes de los tumores, pero si se detectaron telémeros mas cortos en los TAV
procedentes de pacientes con tumores de colon derecho. Los telomeros acortados, tanto
en los tejidos colorrectales como en los TAV, podrian explicarse por alteraciones genéti-
cas de origen somatico que afecten a todas las células del organismo, ya que, como se ha
detallado en el andlisis de tejidos colorrectales, los tumores de colon derecho se caracte-
rizan por un mayor acortamiento de sus secuencias teloméricas, en comparacién con los
tumores de colon izquierdo o recto (Rampazzo et al., 2010). En el grupo de pacientes
con normopeso, los TAV siguen esta linea, aunque sin mostrar diferencias estadistica-
mente significativas. Estos resultados apoyan la posible explicacion genética para ambos
casos de acortamiento telomérico. No obstante, en pacientes con obesidad la tendencia se
pierde, probablemente enmascarada por el efecto que el ambiente inflamatorio que acom-
pafia a esta condicion fisioldgica tiene, tanto en la biologia telomérica de los TAV como
en el propio tejido tumoral (Kolb et al., 2016).

Por su parte, los TAS demostraron tener unas longitudes teloméricas superiores en los
grupos de pacientes con normopeso y obesidad con tumores colorrectales en estadios
tempranos. Estas observaciones indicarian que el IMC no es un pardmetro que influya
sobre el efecto que pueden tener los tumores colorrectales en los telomeros de los tejidos

adiposos (Sharma et al., 2017; Houschyar et al., 2018).

Finalmente, el estudio de la funcién telomérica de los TAV y TAS en relacion con las
variables clinico-patoldgicas indico diferencias estadisticamente significativas para la ac-
tividad telomerasa, con un incremento en los TAV de pacientes varones (en mujeres no
se detectd ningun caso con la telomerasa reactivada). En pacientes con normopeso y con
obesidad también se detectd un numero de casos mas elevado en hombres con respecto a

mujeres, aunque sin ser las diferencias estadisticamente significativas. De nuevo, los
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estrdgenos evitarian la reactivacion de la telomerasa mediante su interferencia con la via
NF-xB (Chung et al., 2017; Kim, H. 2018; Wuidar et al., 2021). Ademas, se han publi-
cado trabajos que correlacionan el incremento en el IMC con mayores niveles de produc-
cion de estrogenos en mujeres, por lo que, en situaciones de sobrepeso y obesidad, se
detectard la influencia de estas hormonas sobre la actividad telomerasa (Schairer et al.,
2016).

Por otra parte, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la reac-
tivacion de la telomerasa en los TAV y en los TAS, con relacién al estadio de Dukes o a
la localizacion tumoral, cuando se consideraron los grupos de pacientes segin su IMC.
La inflamacion que acompafia al aumento del IMC, por su capacidad dual para activar o
inhibir a la telomerasa, podria tanto promover como impedir la reactivacion de la enzima
en las diferentes etapas de la enfermedad e independientemente de la localizacion anato-
mica del tumor primario (Fouquerel et al., 2016; Liu et al., 2021).

Para la poblacién incluida en los analisis de tejidos adiposos también se evalué el
papel que tiene el IMC en la evolucidn del CCR. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para el pronéstico entre la subpoblacion de individuos con
normopeso, sobrepeso y obesidad, se observd una tendencia muy marcada hacia una li-
geramejora en la evolucion de la enfermedad en los sujetos clasificados como normopeso
y obesos. En esta poblacion, se puede observar lo que ya se ha definido anteriormente
como la “paradoja de la obesidad”, que defiende un mejor prondéstico en el desarrollo del
cancer para pacientes con normopeso u obesidad, siendo mas perjudiciales valores de
IMC intermedios (Caan et al., 2017).

No obstante, para la poblacion incluida en los actuales estudios prondstico se deter-
mind un valor de IMC de 27,93 kg/m? como aquel que permiti6 diferenciar dos subpobla-
ciones con diferente evolucion clinica, aunque no de forma estadisticamente significativa.
En este caso, los pacientes con un IMC inferior a este valor tienen un peor prondstico
clinico, suceso contrario a lo detectado en la primera parte de esta Tesis, en la que se
analizaron tejidos tumorales colorrectales. Los resultados observados en ambas poblacio-
nes son un ejemplo del efecto dual que diversos autores adjudican al IMC en el pronéstico
el CCR (Schlesinger et al., 2014; Lee et al., 2015).

Para conocer la posible implicacion de la funcidn telomérica de los tejidos adiposos

en el desarrollo del CCR, se realizaron los estudios prondstico en relacion con la longitud

204



Discusion

telomérica relativa en TAV y TAS. No obstante, ninguno de los valores obtenidos para
los dos tejidos adiposos (Ratios T/S de 0,84 para TAV y de 1,13 para TAS) permitieron
obtener dos subpoblaciones con diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

evolucion de la enfermedad.

La importancia del tejido adiposo en el prondstico del CCR ha sido examinada por
diferentes autores. En 2008, Moon y cols. analizaron la composicion corporal de 161 pa-
cientes afectados de tumores colorrectales y calcularon el ratio entre el contenido de TAV
y TAS antes de ser sometidos a cirugia de reseccion. Los resultados indicaron que los
pacientes con una mayor proporcion de TAV tenian un menor Intervalo Libre de Enfer-
medad (Moon et al., 2008). Otro estudio realizado en varones con CCR y metastasis
hepéticas demostré que los afectados de obesidad “central” (composicion de tejido adi-
poso abdominal superior a 94 cm?/m?) tenian incrementadas sus probabilidades de recu-
rrencia tumoral (van Vledder et al., 2012). En 2018, un trabajo publicado por el grupo
del investigador Black indic6 que los pacientes con tumores primarios colorrectales veian
reducida su Supervivencia Global cuanto menor era su composicion de tejido adiposos
subcutaneo, sin observarse estas diferencias en el tejido adiposo visceral (Black et al.,
2017).

Resulta complejo poder establecer una Unica causa que explique el comportamiento
de la longitud telomérica de los tejidos adiposos en relacion con el pronéstico del CCR.
Por un lado, la obesidad y el ambiente inflamatorio que la acompafia promoveran una
mayor erosion de las secuencias teloméricas en los tejidos adiposos (Reichert & Stier,
2017). Debido a esto, un menor valor en el Ratio T/S y, por tanto, unos telémeros mas
cortos, podria relacionarse con un aumento de la adiposidad, que conduciria a un peor
prondstico clinico en individuos afectados de CCR debido al efecto negativo del IMC

sobre la progresion de esta enfermedad (Wang et al., 2017; Hu et al., 2021).

Por otro lado, aparece un escenario asociado con la obesidad y que influye directa-
mente en el tejido adiposo, como es la infiltracion de células del sistema inmunitario en
estos tejidos. Este tipo de células es capaz de mantener un tamafio adecuado de sus tel6-
meros ante el gran namero de divisiones celulares al que estan sometidas, necesario para
generar la amplia variedad de clones que reconozcan a los diferentes antigenos y agentes
patogenos (Son et al., 2003; Aubert et al., 2012). Ademaés, también se debe tener en

cuenta la presencia de las células ASC en los tejidos adiposos, ya que se trata de células

205



Discusion

progenitoras con un gran contenido en secuencias teloméricas que podrian influir en el

tamarfio de los telomeros de estos tejidos (Jeon et al., 2011).

Por ello, en individuos obesos, se producira una coexistencia entre una poblacion de
células (adipocitos) que han acortado sus telémeros (consecuencia de la accion erosiva
del ambiente inflamatorio) y otra poblacién de células (células ASC y células del sistema
inmunitario que han sido movilizadas) capaces de mantener un tamafio adecuado de sus
secuencias telomericas, haciendo que el tamafio telomérico global del tejido adiposo no

se vea alterado.

Por ultimo, los estudios prondstico con respecto a la actividad telomerasa en los TAV
y TAS indicaron efectos opuestos. En los primeros, el subgrupo de pacientes con reacti-
vacion de la enzima no mostré ningun evento de recidiva tumoral, por lo que los pacientes
considerados mostraron un prondéstico mas favorable, aunque sin diferencias estadistica-
mente significativas. Sin embargo, en el subgrupo de individuos con actividad telomerasa
positiva en sus TAS se detectd un mayor numero de recidivas tumorales, teniendo la au-
sencia de telomerasa un papel protector, aunque de nuevo las diferencias quedaron al

limite de la significacion estadistica.

La transicion desde la condicién de normopeso hacia un estado de obesidad es un
proceso que implica la expansion del tejido adiposo, necesaria para poder compensar el
exceso de nutrientes que esta transicion conlleva. En condiciones de obesidad, la plasti-
cidad del tejido adiposo se vuelve cada vez menor debido a que sus células progenitoras
pierden la capacidad de proliferacion y diferenciacion (Heilbronn et al., 2004), con res-
ponsables como TNF-a o la via Wnt (Cawthorn & Sethi, 2008; Christodoulides et al.,
2009). Sin embargo, los TAV y los TAS no responden de la misma manera a la obesidad.
En 2012, Macotela y cols. demostraron que los TAS tiene una mayor capacidad de ex-
pansion debido a una respuesta mas eficaz de sus células progenitoras a los diferentes
factores de crecimiento que los TAV (Macotela et al., 2012). Esta caracteristica explica-
ria los resultados obtenidos por el grupo de Joe: el principal mecanismo de expansién de
los TAS es la hiperplasia (aumento en el nimero de células), mientras que en los TAV es

la hipertrofia (aumento del tamafio celular) (Joe et al., 2009).

Teniendo en cuenta estos datos bibliograficos, los resultados obtenidos en esta Tesis
sobre la actividad telomerasa en los tejidos adiposos y el pronéstico del CCR pueden ser

explicados considerando la influencia que tiene el IMC y la obesidad en el desarrollo de
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esta enfermedad. Los TAV con ausencia de telomerasa corresponderian a pacientes con
un mayor IMC, ya que la falta de esta actividad enzimaética reflejaria el colapso de este
tejido por su menor capacidad de expansion (las células progenitoras han perdido su ca-
pacidad de proliferacion y, por tanto, no tienen activada la telomerasa). En los TAS, por
su parte, el incremento en el IMC se vincularia con una mayor activacién de la telomerasa,

necesaria para la expansion de este tejido mediante la formacion de nuevos adipocitos.

Si bien es cierto que la interpretacion de estos resultados se basa en la importancia
que tiene la obesidad en el desarrollo del CCR, los estudios prondstico sobre la actividad
telomerasa en los tejidos adiposos también podrian explicar la influencia que pueden tener
estos tejidos, mas concretamente las células ASC, tanto en la tumorigenesis como en la

evolucion de la enfermedad.

Se sabe que las celulas ASC son capaces de promover el crecimiento tumoral y las
metastasis a través de la secrecion de diferentes factores pro-oncogénicos y quimioquinas
como PDGF, VEGF, c-kit, ademas de contribuir al proceso de transicion epitelio-mesén-
quima (EMT, en inglés) (Scioli et al., 2019). Estas células no sélo actian desde el tejido
adiposo, sino que el tumor es capaz de estimular su migracion y atraer células ASC hacia

las regiones del nicho tumoral (Stamatopoulos et al., 2019).

Dado que la actividad telomerasa detectada en los tejidos adiposos de pacientes con
CCR se relacionaria con una mayor proliferacion y activacion de las células ASC, los
sujetos que reactivan la telomerasa en sus TAS tendrian un peor prondstico de la enfer-
medad debido a una elevada proporcion de células ASC en estos tejidos. Sin embargo, de
acuerdo con nuestros resultados, la actividad telomerasa en los TAV parece tener un
efecto contrario sobre el prondstico clinico (mejor evolucion clinica de los pacientes con
la telomerasa reactivada). Las células ASC que componen los TAV y los TAS tienen
patrones de expresion génica diferente (Kim et al., 2016), pudiendo dar lugar a que el
comportamiento de estas células progenitoras en los TAV genere un escenario contrario
(inhibicion de proliferacion tumoral, migracion o metéstasis). Esta hip6tesis explicaria el
papel protector aparente de la activacion de telomerasa en el TAV y, consecuentemente,
de la mayor activacion y proliferacion de las células ASC asociadas con este tejido adi-

poso0.
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Por tanto, la actividad telomerasa en tejidos adiposos puede representar un potencial
factor prondstico a tener en cuenta para futuras investigaciones que relacionen la obesidad

y la evolucion del CCR.
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Conclusiones

Los tumores colorrectales acortan significativamente sus secuencias teloméricas,
con respecto a los tejidos no tumorales. Asimismo, existe correlacion entre la lon-
gitud telomérica de los tejidos tumorales y no tumorales, que se mantiene dentro
de cada uno de los grupos de IMC considerados (pacientes con normopeso, pa-
cientes con sobrepeso y pacientes con obesidad).

Los tumores con menor invasion local (clasificados como tumores T1y T2), vin-
culados a estadios de Dukes iniciales, presentan teldmeros mas cortos y reactivan
telomerasa en mayor proporcién que los clasificados en los grupos T3y T4.

En pacientes con obesidad, los tumores clasificados como T1y T2 y los tumores
con un grado elevado de invasion ganglionar (N2) reactivan telomerasa en mayor
proporcion. Este resultado estaria relacionado con una mayor agresividad tumoral
en pacientes obesos que desarrollan CCR.

Los canceres colorrectales localizados en el colon derecho muestran en mayor
proporcion acortamiento telomérico y menor reactivacion de la telomerasa, con
respecto a otras localizaciones tumorales, siendo los tumores localizados en el
recto los que presentan mayor reactivacion de la enzima.

Los tumores colorrectales con telomeros mas cortos confieren un prondstico cli-
nico mas favorable a los individuos afectados, con independencia del estadio de
Dukes.

Los pacientes varones afectados de CCR que presentan un valor de IMC inferior
a 31,85 kg/m? tienen un prondstico clinico mas favorable que el grupo con valores
de IMC > 31,85 kg/m?.

Existe una correlacion positiva entre la longitud telomérica de los TAV y de los
TAS para la poblacion general estudiada.

Independientemente de la afectacion por CCR, el indice de Masa Corporal se re-
laciona de forma inversa con la longitud telomérica de los TAS y con la reactiva-
cion de la telomerasa en los TAV.

Los TAV y los TAS de pacientes con CCR presentan telomeros més largos, en
comparacion con los de individuos sin CCR.

En individuos obesos, la telomerasa se reactiva en mayor proporcion en los TAS
de individuos afectados de CCR.
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CONCLUSION FINAL

Los resultados de esta Tesis demuestran que la longitud de los telomeros constituye
un biomarcador de utilidad en el establecimiento del prondstico clinico de pacientes afec-
tados de Céancer Colorrectal y que son sometidos a cirugia de intencion curativa. Ademas,
el estado de obesidad confiere una evolucion clinica desfavorable, si bien esta influencia
se relaciona con el sexo de los sujetos considerados. Estos datos indican la necesidad de
Ilevar a cabo investigaciones adicionales con objeto de analizar, de forma méas exhaustiva,
el efecto de la obesidad en el curso clinico del Cancer Colorrectal en el contexto de otros

factores individuales.
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