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PLANTEAMIENTO DEL TEMA

Para realizar adecuadamente una investigacion, se requiere conocer
el estado del tema y plantear una pregunta de interés, para la cual
no se conoce aun la respuesta.

En este curso, algunas de las respuestas que se obtienen son
actualmente conocidas por la ciencia. No obstante, el tema se ha
elegido por su valor formativo en cuanto al proceso de realizacion de
una investigacion y no tanto porque las respuestas que se alcancen
sean cientificamente novedosas.

El tema elegido como hilo conductor del curso esta relacionado con
el planteamiento de una investigacion que permita conocer el
efecto fenotipico de una mutacion en uno de los genes implicados
en el funcionamiento vy regulacion de la ruta de produccion de
melanina en mamiferos: el gen MC1R.

A continuacidn se presentan los antecedentes de conocimiento de
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los que se parte para la realizacidn de la investigacion. v



¢ QUE ES LA MELANINA?

La melanina es el pigmento que sintetizan los melanocitos y que
contribuye a determinar la pigmentacidn de la piel y del pelo, asi como
el color de los ojos.

Los melanocitos son un tipo de ceélulas que se encuentran en la
epidermis y en el foliculo piloso, cuya principal funcion es la de producir
melanina.

Los melanocitos producen 2 formas de melanina: la eumelanina (de
color negro o marrén) y la feomelanina (de color amarillo o rojo); el
color del pigmento de un tejido depende de |la cantidad relativa de cada
uno de estos pigmentos producidos por sus melanocitos.

La eumelanina protege la piel del dafio causado por las radiaciones
ultravioleta, mientras que la feomelanina no, por lo que las personas
con mas feomelanina tienen mayor riesgo de dafio en la piel por
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radiacion solar que las personas con mayor proporcion de eumelanina. Qh}



EL FENOTIPO PIGMENTARIO

La pigmentacion de la piel, ojos y pelo es uno de los rasgos morfologicos
humanos mas evidentes y mas interesantes tanto desde el punto de vista

evolutivo como biomeédico.

Evolutivamente, el fenotipo pigmentario en europeos se ha interpretado
como la consecuencia de la necesidad de sintetizar vitamina D. La vitamina
D se sintetiza en la piel tras su irradiacidon con luz UV. En latitudes con
escasa radiacion solar, una piel oscura dificultaria la sintesis de vitamina D,
lo que a su vez ocasionaria una mala formacion del esqueleto, resistencia a

la insulina, alta presion sanguinea y defectos en la funcidn inmune

(Robins, 1991). ‘h’



LA DESPIGMENTACION Y EL RIESGO A MELANOMA CUTANEO

Una consecuencia negativa de la despigmentacidon es el aumento
del riesgo de padecer melanoma cutaneo, un tipo de cancer de piel
gue surge a consecuencia de una radiacion solar excesiva que
origina una transformacion maligna de los melanocitos (Robins,

1991).



¢, COMO SE SINTETIZA LA MELANINA?

La produccion de melanina es el paso final de una compleja ruta de
sefializacion intracelular, en la que intervienen diversas proteinas (y
genes). El gen principal en la sintesis de melanina es el gen que codifica
el receptor 1 de la melanocortina (MCI1R).

MCIR es una proteina que se encuentra en la membrana de los
melanocitos y que controla el tipo de melanina que producen. Cuando
el receptor es activado, se inicia una cascada de reacciones quimicas en
el interior del melanocito que se concretan en la estimulaciéon de la
produccion de eumelanina en esa célula. En cambio, si el receptor no
esta activado o esta bloqueado, los melanocitos elaboran feomelanina
en lugar de eumelanina (Garcia-Borron et al., 2014).
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I Presentacion del caso ‘ Tema 2

Sintesis de Eumelanina y Feomelanina por los melanocitos
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-
PROTEINA MC1R

« MCI1R es unreceptorde membrana con 7 dominios de transmembrana que
tras enlazar a su agonista, la hormona a-MSH (melanocyte stimulating
hormone), desencadena la sintesis de eumelanina (Garcia-Borron et al., 2014).
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Figura realizada a partir de Garcia Borron et al (2010) Pigment Cell and Melanoma Res. 27:699-720



ESTIMULOS QUE ACTIVAN LA VIADE MC1R

La activacion de MC1R y de la via regulada por este receptor puede

inducirse mediante:
— hormona estimulante de melanocitos (melanotropina, a-MSH)
— hormona adrenocorticotrépica (ACTH)

— luz ultravioleta (UVB)



RESPUESTA A LA ACTIVACION DE MC1R

La estimulacion de MCI1R resulta en la activacion de proteina G, la
cual, mediante el enzima Adenil ciclasa (AC), estimula el incremento
en los niveles de AMPc intracelular, estimulando, a su vez, el factor de
transcripcion microphthalmia (MITF), cuya expresiéon conduce a la
activacion de los genes de tirosinasa Tyr y finalmente a la sintesis de
eumelanina. (Sanchez Mas et al., 2002).

Habitualmente la induccion de melanogénesis viene acompanada de
una inhibicidon de la proliferacion celular. Asi, se ha observado que la
activacion de MC1R inhibe la proliferacion celular de los melanocitos
(Smalley & Eisen, 2000).
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El fototipo como factor de riesgo a melanoma

El fototipo (nivel de pigmentacion corporal) esta asociado al riesgo
a melanoma. Las personas de piel clara, ojos claros (azules/verdes) y
pelo claro (rubio/rojo) son las que mas riesgo presentan de
desarrollar un melanoma cutaneo (Duffy et al., 2010).

Melanoma Cases Controls

N _inds % N _inds %
Light hair 1265 72.8 2177 53
Dark hair 473 27.2 1931 47

Fisher exact test p-value < 2.2e-16

Datos de Duffy et al (2010) Journal of Investigative Dermatolo gy 130:520-528
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El gen MC1R Yy el fototipo pigmentario

En humanos se han detectado mas de 100 variaciones genéticas
comunes (polimorfismos) en el gen MCIR.

Varios de estos polimorfismos estan asociados al fototipo
pigmentario y son, por ejemplo, mas frecuentes en personas
pelirrojas, con piel clara, pecas, y mayor sensibilidad a la exposicion
solar.

Ejemplos tipicos de variantes alélicas asociadas al fenotipo
“pelirrojo” son, por ejemplo, las mutaciones R151C, R160W vy
D294H, las cuales aparecen en el 60% de las personas pelirrojas que
hay en el mundo.
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El gen MC1RYy el fototipo pigmentario

ODD RATIOS!?

2light vs dark hair (p-

aa variant rs 1D pale vs dark skin (p-val) blue eyes (p-val) val)
V60L rs1805005 1.01 (0.85) 1 (0.8) 1.13 (0.008)
D84E rs1805006 5.19 (<1.0e-5) 1.23 (0.61) 1.74 (0.041)
Vo2M rs2228479 1.38 (0.024) 1.06 (0.61) 1.17 (0.016)
R142H rs11547464 1.31(0.54) 1.03 (0.71) 1.28 (0.74)
R151C rs1805007 2.57 (<1.0e-5) 1.09 (0.94) 2.13 (<1.0e-5)
R160W rs1805008 1.72 (<1.0e-5) 1.12 (0.17) 1.82 (<1.0e-5)
R163Q rs885479 1.1 (0.53) 1.21 (0.15) 1.12 (-0.014)
D294H rs1805009 2.88 (<1.0e-5) 1.16 (0.74) 1.68 (<1.0e-5)
37“R” 3.7 (<1.0e-5) 1.09 (0.43) 2.3 (<1.0e-5)
4ty 1.84 1.1 1.26

1 Odds ratio = indica la proporcion relativa de dos proporciones: la de individuos con el fototipo y con el alelo mutado frente
a individuos con un fototipo dado (i.e. pale skin) sin el alelo mutado (en este caso) con respecto a la proporcién equivalente
para individuos controles (i.e. dark skin). Aproximadamente: cuantas veces es mas probable que tengas (por ejemplo) piel

clara si tienes la mutacién que que tengas piel oscura si tienes la misma mutacion.
2 Light hair=blond, light brown, red.
3 R = High-penetrance red hair color MC1R haplotype: variant at D84E, R142H, R151C, R160W, or D294H.
4 r = Low-penetrance red hair color MC1R haplotype: variant at V60L, V92M, or R163Q.

Datos de Duffy et al (2010) Journal of Investigative Dermatolo

gy 130:520-528
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El gen MC1R vy el riesgo a melanoma cutaneo

« Estas 3 variantes alélicas ademas estan también asociadas a un

mayor riesgo de melanomay de otros tipos de canceres de piel.

aa variant rs 1D ODD RATIOS for
CMM! (p-val)

V60L rs1805005 1.01 (0.80)
D84E rs1805006 1.61 (0.013)
Vo2M rs2228479 1.07 (0.53)
R142H rs11547464 2.25 (0.055)
R151C rs1805007 1.58 (7.0e-4)

R160W rs1805008 1.68 (<1.0e-4)

R163Q rs885479 1.15 (0.54)

D294H rs1805009 1.42 (0.019)
21R” 1.65 (<1.0e-5)
3" 1.10

1 CMM = Cutaneous Malignant Melanoma

2 R = High-penetrance red hair color MC1R haplotype: variant at D84E, R142H, R151C, R160W, or D294H.
3 r = Low-penetrance red hair color MC1R haplotype: variant at V60L, V92M, or R163Q. gy

Datos de Duffy et al (2010) Journal of Investigative Dermatolo gy 130:520-528 14



Elgen MC1R Yy el riesgo a melanoma cutaneo

Aungue la relacion entre estas variantes con el melanoma, y en especial la
mutacion R151C, estan bastante asumidas, el mecanismo molecular que subyace a

esta relacion es complejo y no esta completamente esclarecido.

Es posible que modificaciones que alteran la conformacion de la proteina MC1R, vy
especialmente aquellas que afectan a los residuos de aminoacidos y que estan
evolutivamente muy conservados, como el 151, afecten a la funcion

melanogénica.

De ser asi, este tipo de mutaciones afectarian a la produccion de melanina vy
alterarian la proteccidon pigmento-dependiente. Asi, una menor acumulacién de
melanina resultaria en una menor fotoproteccion, lo que resultaria en inestabilidad

genomica (Sanchez Mas et al. 2002).
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El gen MC1R vy el riesgo a melanoma cutaneo

Ademas, es posible que estas mutaciones bloqueen a su vez los
mecanismos de proteccion pigmento-independientes regulados
por MC1R. Asi, melanocitos portando estas mutaciones podrian ser
refractarios al estimulo antiproliferativo que supone la activacion

de MC1R (Smalley et al. 2000). Al
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HIPOTESIS

-Existe diversidad genica en el gen MCI1R en las poblaciones
humanas

- La secuencia ancestral del gen MCI1R codifica una proteina
funcional que permite la activacion de la ruta de sefalizaciéon
gue culmina en la sintesis de eumelanina.

La hipotesis que se plantea en este trabajo es que
modificaciones que alteran la conformacion de la proteina
MCI1R, vy especialmente aquellas que afectan a los residuos
de aminoacidos que estan evolutivamente muy
conservados, afectan a su funcion.
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OBJETIVOS GENERALES

1. Averiguar si la presencia de una de las variantes alélicas descritas
en las poblaciones humanas que afecta a una de esas regiones
conservadas, concretamente la mutacidn denominada R151C,
provoca modificaciones en la proteina MC1R que puedan afectar a
la capacidad de los melanocitos de sintetizar eumelanina y de
bloquear la proliferacion.

2. Si eso fuese asi, y dado que la variante alélica tiene una amplia
distribucion entre las poblaciones humanas actuales y en otros
grupos Homo ya extintos, el siguiente objetivo tiene que ver con
analizar las implicaciones evolutivas y médicas que podria tener la
distribucion poblacional de esta variante, en relacion a su
capacidad de sintesis de eumelanina y de otras funciones en las
que podria estar funcionalmente implicada la proteina MC1R.

\
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