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Abreviaturas

20HOA, acido 2-hidroxioleico, Minerval
ADN, acido desoxirribonucleico

AMPK, del inglés, 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (quinasa

activada por adenosin monofosfato

Apaf, del inglés, apoptotic protease activation factor (factor de activacion de

proteasas apoptéticas)
APC, del inglés, Anaphase-promoting complex (Complejo promotor de la anafase)
ARN, acido ribonucleico
ARNSsi, acido ribonucleico de interferencia pequefio
ATP, adenosin trifosfato

ATR, del inglés, Ataxia telangiectasia and Rad3 related (Proteina de la Ataxia

telangiectasia relacionada con Rad3)
BCA, del inglés, bicinconinic acid (acido bicinconinico)
BH, Dominio de homologia a Bcl-2

cAMP, del inglés, ciclic 5' adenosine monophosphate (adenosin monofosfato

ciclico)
CDK, del inglés, cyclin dependent kinase (quinasa dependiente de ciclina)
CKIl, del inglés, cyclin kinase inhibitor (inhibidor de la CDK)

CMA, del inglés, Chaperon mediated autophagy (Autofagia mediada por

chaperonas)
DHFR, dihidrofolato reductasa

DISC, del inglés, death-inducing signal complex (complejo de muerte inducido por

sefiales)
DVD, del inglés Domain for Versatile Docking (dominio de acoplamiento versatil)

ECACC, del Inglés European Collection of Cell Cultures (Coleccion europea de

cultivo celular)
EGF, del inglés, epitelial growth factor (factor de crecimiento epitelial)

13



Abreviaturas

EGFR, del inglés, epitelial growth factor receptor (receptor del factor de

crecimiento epitelial)

ERK, del inglés, extracellular signal-regulated kinase (quinasa reguladas por

sefales extracelulares)

FADD, del inglés, Fas-associated death domain (dominio de muerte asociado a
Fas)

FasL, del inglés, Fas ligand (ligando Fas)

G6Pasa, Glucosa 6 fosfatasa

GBM, Glioblastoma multiforme

GDP, Guanosin difosfato

GFAP, del inglés, glial fibrilar acidic protein (proteina glial fibrilar acidica)
GPCR, del inglés, G-proteins coupled receptor (receptor acoplado a proteinas G)
GSK3, del inglés, Glycogen synthase kinase 3 (Quinasa Glicégeno sintasa)
GTP, Guanosin trifosfato

HMBA, hexametilen bisacetamida

HRP, del inglés Horseradish peroxidase (Peroxidasa de rabano)

HSP90, del inglés Heat shock protein 90 (Proteina de choque térmico 90)

IGFR, del inglés, insulin-like growth factor receptor (receptor del factor de

crecimiento similar a la insulina)
IKK, del inglés, | kappa B kinase (quinasa de | kappa B)
JNK, del inglés, c-Jun N-terminal kinase (quinasa de c-Jun en posicién N-terminal)

MAPK, del inglés, mitogen-activated protein kinase (proteina quinasa activada por

mitégenos)
MnSOD, Manganeso superoxido dismutasa

MOMP, del inglés mitochondrial outer membrane permeabilization

(permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria)
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Abreviaturas

MTT, del inglés, methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (bromuro de

metiltiazolildifenil-tetrazolio)
MVBs, del inglés, multivesicular bodies, (cuerpos multivesiculares)
NF-kB, del inglés, nuclear factor-kappa B (factor nuclear-kappa B)

NSCLC, del inglés, non small cell lung cancer (cancer de pulmén de células no

pequefas)
OMS, Organizaciéon mundial de la salud
PARP, del inglés, poly(ADP-ribose) polymerase (polimerasa de poli-A ribosa)
PB, del inglés, phosphate buffer (solucion tamponada con fosfato)
PBS, del inglés, phosphate balance salt (solucion salina tamponada con fosfato)

PCNA, del inglés, proliferator cell nuclear antigen (antigeno nuclear de

proliferacion celular)

PDK, del inglés, phosphoinositide-dependent quinase (quinasa dependiente de

fosfoinositidos)
PH, dominios de homologia a pleckstrina
PI3K, del inglés, PIP3-kinase (quinasa de fosfoinositol-trifosfato)
PIP2, del inglés, phosphatidylinositol diphosphate (fosfatidilinositol-difosfato)
PIP3, del inglés, phosphatidylinositol triphosphate (fosfatidilinositol-trifosfato)
PKC, del inglés, protein kinase C (proteina quinasa dependiente de Ca2+)
pRb, proteina del retinoblastoma

PTEN, del inglés, Phosphatase and tensin homolog, (proteina homoéloga fosfatasa

y tensina)
PUFA, del inglés polyunsaturated fatty acid (acidos grasos poliinsaturados)
RKIP, del inglés, Raf kinase inhibitory protein (proteina quinasa inhibidora de Raf)
RTK, del inglés, receptor tirosine kinase (receptor tirosina quinasa)

SDS, del inglés, sodium dodecyl sulfate (dodecilsulfato sédico)
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SCLC, del inglés, small cell lung cancer (cancer de pulmén de células pequefas)
TBS, del inglés, Tris saline buffer (solucién salina tamponada con Tris)

TGF, del inglés, transforming growth factor (factor de crecimiento transformante)
TMZ, temozolomida

TNF, del inglés, tumor necrosis factor (factor necrotico tumoral)

TNF, del inglés, tumor necrosis factor receptor (receptor del factor necrotico

tumoral)

TRAIL, del inglés, TNF receptor apoptosis inductor ligand (receptor del ligando del
inductor de apoptosis TNF)

Tris, tris(hidroximetil)aminometano

UVRAG, del inglés, ultraviolet radiation resistance-associated gene (gen asociado

a la resistencia a la irradiacién por ultravioletas)

VDAC, del inglés, voltage-dependent anions channel (canal de aniones

dependiente de voltaje)

VEGF, del inglés, vascular-endotelial growth factor (factor de crecimiento

endotelial vascular)

X-Gal, bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside
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Introduccion

1.1. El Céancer

Bajo el término de cancer se engloba un conjunto de distintas patologias que
presentan como caracteristica comin una desregulaciéon en la divisién celular,
pérdida de la diferenciacién, aumento de la supervivencia y de la capacidad de

migracion celular (Corner y Bailey, 2001; Yarbro et al., 2005).

El proceso mediante el cual las células normales se transforman progresivamente
en malignas, se debe a la adquisicién secuencial de mutaciones que dafian el
genoma y que confieren a las células tumorales caracteristicas que les permiten
evadir las barreras homeostaticas (Hanahan y Weinberg, 2000). Este proceso de
malignizacién celular o transformacion puede ser el resultado de eventos
endbégenos de la célula como errores en la replicacion del acido
desoxirribonucleico (ADN), pérdida de la heterozigosidad (LOH), inestabilidad
quimica intrinseca de algunas bases del ADN, radicales libres que se generan
durante el metabolismo o por agentes exdgenos como radiaciones ionizantes,
radiacion ultravioleta y carcinégenos quimicos (Bertram, 2001). Los fallos en los
mecanismos de reparacion del ADN celular, pueden ocasionar cambios
permanentes en el genoma. Si estas mutaciones ocurren en genes responsables
de la integridad del genoma esto facilitar4 la adquisicion de otras mutaciones
(Bertram, 2001).

La transicién de una célula normal a una tumoral implica procesos en los cuales
intervienen genes implicados en los mecanismos homeostaticos que controlan la
proliferacion celular y su muerte. Si estos cambios y mutaciones provocan la
activacion de genes que estimulan la proliferacion o protegen a la célula de la
muerte, nos referimos a oncogenes, si las mutaciones inactivan genes que inhiben
normalmente la proliferacién, nos referimos a los genes supresores de tumores
(Bishop, 1996).

La progresion tumoral es un proceso con varias etapas y cada una refleja las
alteraciones genéticas que conducen a la transformacién progresiva de células
normales en células invasivas, pasando por estados premalignos (Foulds, 1954).
Se ha observado, que tanto la transformacion de células in vitro como los modelos

transgénicos de carcinogénesis, necesitan de varias mutaciones producidas en
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diferentes etapas (Hahn et al., 1999). Por tanto la sucesién de cambios genéticos
gque conceden ventajas a las células es lo que lidera su conversion a células

cancerosas (Figura 1); (Nowell, 1976).

Las capacidades compartidas por la mayoria de todos los tipos tumorales
humanos que se han propuesto son: autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales antiproliferativas, evasion de la apoptosis,
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida y capacidad de invasion y
metastasis, reprogramacion de la energia metabdlica y la evasion del sistema
inmune (Hanahan y Weinberg, 2000, 2011).

Cada uno de estos cambios en la fisiologia celular comprende decenas de vias,
rutas y cascadas, cada una de ellas con sus correspondientes genes y proteinas
implicadas. Por lo tanto para adquirir una de las capacidades, los tumores, pueden

hacerlo a través de una o méas de una de las posibles vias alternativas.

Iniciacion Promocion Progresion

. Cambio genstico . Camblo genético O Camblo genélico
9 -— *o e —_— DO —_
@ Reparacien ADN Praliferacion celular o Prolfieracion cenlar o Prolferacion celular

Células Normales Células mutadas Células precancerosas

N/

Apoptosis

Toxicidad celular

Figura 1. Proceso de carcinogénesis. La proliferacion celular es un factor vital en el origen de

mutaciones y en la expansion de los clones de las células que contienen dichas mutaciones
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1.1.1. Glioma

Los tumores cerebrales constituyen aproximadamente un 2% de todas las
neoplasias malignas (Furnari et al., 2007). En general, presentan un amplio
espectro de sintomas y un mal pronéstico. Los gliomas son los tumores cerebrales
primarios mas comunes. Estos pueden derivar de tres tipos celulares: los

astrocitos, los oligodendrocitos y las células ependimales (Sul y Fine, 2010).

La clasificacion de los gliomas esta basada en caracteristicas histopatolégicas.
Las caracteristicas histologicas principales en los que se basa el sistema de
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son los siguientes:
atipia nuclear, actividad mitética, proliferacién vascular y necrosis (Gudinaviciene
et al., 2004). Atendiendo a estas caracteristicas, los gliomas se clasifican en

grados del | al IV.

El glioblastoma multiforme (GBM) esta considerado por la Organizacion Mundial
de la Salud como una enfermedad rara, ya que su incidencia anual en la poblacién
en Europa y Estados Unidos es de menos de 2-3 casos por cada 100.000
habitantes, respectivamente (SEER, 2007; WHO, 1992). El GBM es el tumor
cerebral que presenta mayor malignidad, representando el 29% de todos los
tumores cerebrales primarios y el 50% de los gliomas (Stark et al., 2005). Estas
caracteristicas son mas evidentes cuanto mayor es el grado de malignidad del
tumor aunque debido a la heterogeneidad de las mismas, se hace necesario un
sistema de clasificacion y diagnéstico mas objetivo, basado en las caracteristicas
moleculares de los diferentes gliomas. El grado de malignidad del tumor se
relaciona directamente con la alteracion en la expresion de proteinas que regulan
positiva o0 negativamente el ciclo celular, la proliferacién, la motilidad o la
vascularizacion. El estudio de estas alteraciones conllevaria a un tratamiento mas

efectivo contra el glioma (Demuth y Berens, 2004).

Alteraciones en genes como la fosfatasa PTEN, p53/MDM2/p14”"F,
p16™““/RB1/CDK4, EGFR o VEGF, provocan alteraciones en la expresion de las
proteinas implicadas en estas vias que favorecen la génesis del glioma (Arjona et
al., 2006; Ichimura et al., 2000; Ichimura et al., 1996; Kaur et al., 2004; Ware et al.,
2003).
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La cirugia y la radioterapia es la aproximacioén terapéutica mas efectiva para tratar
el GBM, cuya media supervivencia es de menos de un 30% el primer afio, del 5%
a los tres afios y del 3% a los cinco afos (Isaacson, 2000; START, 2006).
Actualmente el farmaco de eleccion es la temozolomida, un agente alquilante del
ADN que induce inicialmente la regresion del tumor (Athanassiou et al., 2005;
Bredel, 2001), pero la esperanza de vida de los pacientes solo aumenta en 2,5
meses incrementando la media de supervivencia de 12,1 a 14,6 meses (Stupp et
al., 2005).

1.1.2. Cancer de pulmdén no microcitico (NSCLC)

El cancer de pulmén constituye el tipo de cancer mas frecuente en el mundo, es el
tipo de cancer mas frecuente en hombres (16,5% de casos de cancer por afio) y el
cuarto tipo de cancer mas frecuente en mujeres, después del cancer de mama, el
colorectal y el de cérvix de Utero (8,5% de casos de cancer por afio). También es
uno de los que presenta mayores tasas de mortalidad por cancer representando el
28% de muertes producidas por cancer en varones y del 27% en mujeres
(Globocan, 2008; Siegel et al., 2011).

La mayoria de los tipos de cancer de pulmén son carcinomas, tumores malignos
que provienen de células epiteliales. El cancer de pulmon presenta dos categorias
histopatolégicas que se diferencian por el tamafio y la apariencia de las células
malignas: el cancer de pulmén microcitico (Small Cell Lung Cancer, SCLC), que
representa el 16,8% y el cancer de pulmén de células no pequefias 0 no
microcitico (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) que representa el 80,4% el cual
se divide en tres subtipos: carcinoma escamoso, adenocarcinoma y carcinoma de

células grandes (MacKinnon et al., 2010; Travis et al., 1995).

Las células tumorales de cancer de pulmén pueden presentar mas de veinte
alteraciones genéticas o epigenéticas (Sekido et al., 2003). Estas alteraciones se
encuentran en células preneoplasicas o en tejido epitelial bronquial con una
apariencia histolégica normal, lo cual sugiere que el cancer se desarrolla a partir
de tejido epitelial sano mediante un proceso secuencial de sucesos que provocan
anormalidades genéticas y epigenéticas, que en muchos casos estan asociadas
con el consumo de tabaco (Wistuba et al., 2000a; Wistuba et al., 2000b)
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Los factores moleculares mas importantes implicados en la patogénesis del cancer
de pulmon son: la inestabilidad génica, alteraciones en oncogenes 0 genes
supresores de tumores, capacidad para evadir la apoptosis, sobreactivacion de la
telomerasa e incremento de la angiogénesis (Hiyama et al., 1995; Jackson et al.,
2005; Lengauer et al., 1998; O'Byrne et al., 2000; Reissmann et al., 1993; Sekido
et al., 2003; Weinstein, 2002).

1.2. Ciclo celular

La division celular consta de cuatro etapas: Fase Gap 1 (G1), fase de Sintesis de
ADN (S), la fase Gap 2 (G2) y la fase de Mitosis (M) (Norbury y Nurse, 1992). La
replicacion del ADN se lleva a cabo en la fase S, la cual es precedida por la fase
G1 durante la cual la célula se prepara para la sintesis del ADN, y viene seguida
de la fase G2 durante la cual la célula se prepara para la mitosis. Antes de
empezar a replicar el ADN, las células en G1 pueden entrar en una fase de
quiescencia llamada GO, que es el estado en el que se encuentran la mayoria de

células no proliferativas de los tejidos humanos.

1.2.1. Control del ciclo celular

El paso de una fase del ciclo a otra se da de forma ordenada y regulada mediante
diferentes proteinas celulares. Las proteinas reguladoras son las ciclinas
dependientes de quinasas (CDKs), una familia de serina/treonina quinasas que se
activan en puntos especificos del ciclo celular. Se han identificado nueve tipos de
CDK, de las cuales, cinco estan activas durante el ciclo. En la fase G1 las CDKs
responsables del avance del ciclo celular son la CDK4 y CDK®6, en la fase S se
activa CDK2 y en G2/M CDK1. Cuando una CDK se activa, induce procesos
corriente abajo fosforilando proteinas concretas (Morgan, 1995; Pines, 1995). Para
el resto de CDKs no se conoce claramente su papel en la progresion normal del
ciclo (Rickert et al., 1996). Las proteinas activadoras de las CDKs son las ciclinas,
cuya expresion varia durante el ciclo celular de forma ciclica (Figura 2). Las
diferentes ciclinas que se requieren en las fases del ciclo celular son las Ciclinas D
(D1, D2 y D3), que se unen a CDK4 y CDK6. Los complejos CDK 4/6-Ciclina D
son necesarios para entrar en G1 (Sherr, 1994). La Ciclina E que se asocia con la

CDK2, regula la progresion del ciclo de G1 a la fase S (Ohtsubo et al., 1995). La
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Ciclina A se une a CDK2 durante la fase S (Figura 2) (Girard et al., 1991; Walker y
Maller, 1991). En la fase G2 tardia la Ciclina A forma complejo con CDK1
promoviendo a la célula a entrar en mitosis, una vez en la fase M ésta es regulada
por el complejo Ciclina B-CDK1 (Figura 2) (Arellano y Moreno, 1997; King et al.,
1994). Experimentos llevados a cabo en ratones han demostrado que CDK1 es
suficiente e indispensable para la division celular (Santamaria et al., 2007). La
regulacion de las CDKs estad mediada, ademas de por su union a las ciclinas, por
fosforilaciones en residuos treonina y tirosina que inducen cambios
conformacionales que ayudan a la unién de las ciclinas (Jeffrey et al., 1995;
Paulovich y Hartwell, 1995). Las proteinas inhibidoras del ciclo, llamadas
inhibidores de CDKs (CKI), también regulan la actividad de las CDKs uniéndose a
las CDKs o0 a los complejos Ciclina-CDK, regulando asi su actividad (Vermeulen et
al., 2003).
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Figura 2. Regulacion del ciclo celular. La progresion del ciclo esta regulada mediante los

complejos Ciclina- CDK y las familias de inhibidores de CDK, INK4 y CIP-KIP (Vermeulen et al.,
2003)
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1.2.1.1 Familia CIP/KIP

La familia de CKls CIP/KIP se compone de tres miembros: p21<"* p27""*

Y
p57""%. Estas proteinas se asocian con las quinasas CDK4-6/D y CDK2/E-A con
efectos diferentes (Sherr y Roberts, 1999). Cuando los complejos CDK4-6/D son
muy abundantes las proteinas CIP/KIP contribuyen a la activacion de las quinasas
CDK2 (Cheng et al., 1999). Por otro lado, cuando los complejos CDK4-6/D son
escasos o las proteinas CIP/KIP estan en exceso, éstas inhiben las actividades
Ciclina D dependiente o se unen a las quinasas CDK2/E-A produciendo la parada
del ciclo celular (Kato et al., 1994).

La primera CKI identificada fue p21“™*

. Se describié como una proteina asociada
a CDK2 y como un inhibidor del crecimiento en células senescentes (Harper et al.,
1993; Noda et al., 1994). La regulacién de p21“"* se da principalmente a nivel
transcripcional, aunque la estabilidad del ARNm también es importante (Gartel y
Tyner, 1999; Macleod et al., 1995; Wang et al., 2000). La proteina p21<"* esta
implicada en la parada del ciclo celular en G1 mediado por p53. Cuando se

produce dafio en el ADN los niveles de p21“™*

aumentan en células salvajes,
mientras que esto no ocurre en aquellas células que tienen p53 mutada (el-Deiry
et al., 1994; el-Deiry et al., 1993). Ademas de asociarse a los complejos ciclina-
CDK, p21°"* también se asocia con el antigeno nuclear de proliferacién celular

1°"* inhibe la sintesis de

(PCNA), un mecanismo adicional mediante el cual p2
ADN (Luo et al., 1995; Zhang et al., 1993).

KPL fue identificada como un inhibidor de la actividad CDK2

La proteina p27
detectada en células inhibidas por contacto o tratadas con el factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) (Koff et al., 1993; Polyak et al., 1994a; Polyak et al.,
1994b). También se ha descrito como una proteina de interaccién con el complejo
Ciclina D/CDK4 (Toyoshima y Hunter, 1994). La regulacién de p27""* es compleja
y se da a varios niveles: transcripcional, traduccional, proteolitica y por su
localizacion (Hengst y Reed, 1996; Kolluri et al., 1999; Millard et al., 1997; Nguyen

et al., 1999; Pagano et al., 1995; Soucek et al., 1998).

Existen una gran cantidad de estudios que muestran que las sefales

KIP1

antimitégenas inducen el camulo de p27™ ", como la inhibicibn por contacto,

TGFB, cAMP o los tratamientos con rapamicina o lovastatina (Hengst y Reed,
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1996). Todas estas evidencias indican que p27<**

juega un papel importante en la
decision celular de seguir con el ciclo de division, aunque no es la Unica via
mediante la cual la célula toma esta decision.

CIP1 KIP1

p57"""? se descubrié como homélogo de p21 (Lee et al., 1995), pero a

y p27

diferencia de los otros inhibidores, su locus tiene impronta genética y sélo se
expresa el alelo materno (Hatada y Mukai, 1995). La disrupcién del gen de p57¢'™>
ha demostrado que esta proteina tiene un importante papel en el control de
decisiones celulares como diferenciacion y apoptosis en algunos tejidos como el

tejido 6seo o renal (Yan et al., 1997; Zhang et al., 1997)

1.2.1.2.La familia INK4

La familia INK4 esta formada por 4 proteinas que inhiben principalmente a CDK4:
p16"™4 p15"™ 4 p18"™4cy p19"™“? (Chan et al., 1995; Guan et al., 1994; Hannon y
Beach, 1994; Serrano et al., 1993). Todas estas proteinas tienen la capacidad de
inhibir la actividad quinasa asociada a las Ciclinas D (Parry et al., 1995; Parry et
al., 1999), por tanto su accion inhibitoria es altamente dependiente de la presencia
de la proteina del Retinoblastoma (pRb) en la célula. En ausencia de pRb se
incrementa la expresién de la Ciclina E y la inhibicién de los complejos Ciclina D-
CDK4 no evita la entrada en la fase S (Koh et al., 1995).

Las proteinas INK4 se expresan de manera dependiente del tejido y su regulacion
es alin desconocida, excepto para p15Ink4b, que es inducida por TGFB (Hannon y
Beach, 1994).

INK4a esta

De todos los CKis, tanto de la familia CIP/KIP como de la INK4, sélo p16
clasificado como un gen supresor de tumores (Ruas y Peters, 1998), ya que las
mutaciones en su locus y la pérdida de heterozigosis correlacionan con el

desarrollo de melanoma (Kamb et al., 1994).

1.2.1.3.pRb/E2F

Los complejos Ciclina D/CDK 4 y 6 y Ciclina E/CDK2 promueven la entrada a la
fase S debido a su capacidad de fosforilar pRb, liberando asi el factor de
transcripcion E2F del complejo represor pRb-E2F (Lundberg y Weinberg, 1998;
Yamasaki, 1998) (Figura 3).
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Los genes diana de E2F, que son inducidos como consecuencia de la separacion
de pRb-E2F, incluyen algunas enzimas que participan en la sintesis del ADN como
la dihidrofolatoreductasa (DHFR), protooncogenes como BCL2, y algunas
proteinas reguladoras del ciclo como la Ciclina E (Ishida et al., 2001; Muller et al.,
2001; Ohtani et al., 1995). En ocasiones la expresion de Ciclina E puede ser
sustituir la expresion de Ciclina D1 (Geng et al., 1999). En este sentido, pRb y las
CDKs asociadas a Ciclina E pueden formar un bucle que refuerza el paso de las
células a la fase S. Una vez se fosforila pRb, E2F se libera y aumentan los niveles
de ARNm de la Ciclina E. Este incremento resulta en un aumento de la actividad
del complejo Ciclina E-CDK2 y de la hiperfosforilacion de pRb que refuerza la

entrada en el ciclo.
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Figura 3. La interaccion de pRb y E2F esta regulada por fosforilacién. pRb esta hipofosforilada y
unida a E2F en la fase del ciclo GO/G1. En la fase G1 tardia, pRb es hiperfosforilada, dejando
libre a E2F. A mayor fosforilacion de pRb, mayor liberacion de E2F activo. En la fase S, se
fosforila un residuo de la subunidad DP que neutraliza la capacidad de uniéon de E2F/DP al ADN.
Adaptada de (Kaelin, 1999)
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La hiperfosforilacién de pRb puede ser mantenida durante el ciclo celular mediante
el complejo Ciclina A-CDK2. El reinicio del complejo pRb-E2F se da en la fase M
mediante la defosforilacion de pRb, llevada a cabo seguramente por la fosfatasa
PP-1 (Durfee et al., 1993). Hay otras dos proteinas, p130 (pRb2) y p107,
miembros de la familia de genes “Pocket pRb”, que comparten propiedades
estructurales y funcionales e interactian con un gran ndmero de proteinas
celulares (Ewen, 1998; Mulligan y Jacks, 1998). pRb, p107 y p130 se unen y
modulan la actividad de los factores de transcripcion E2F interactuando con las
histonas desacetilasas, lo que sugiere que también pueden regular la transcripcion
alterando la estructura de la cromatina y la disponibilidad de E2F (Ferreira et al.,
1998). pRb tiene preferencia por E2F1, 2, 3 0 4 mientras que p107 y p130 parecen
asociadas a E2F4 y E2F5 (Yamasaki, 1998). Muchos de estos complejos estan
regulados de manera especifica en cada fase del ciclo, por ejemplo el complejo
p130—E2F, se encuentra en células que estan en quiescencia y pl07-E2F se

encuentra en células en fase S (Moberg et al., 1996).

1.3. Principales vias de sefalizacion reguladoras de la

proliferacién celular

1.3.1. Receptores Tirosin-quinasas (RTKS)

Desde el descubrimiento del primer Receptor Tirosin-Quinasa (RTK), muchos de
los miembros de esta familia de receptores de la superficie celular han emergido
como claves reguladoras de muchos procesos celulares, como proliferacion,
diferenciacion, supervivencia celular, metabolismo, migracion celular y control del
ciclo celular (Blume-Jensen y Hunter, 2001; Ullrich y Schlessinger, 1990). Se
conocen 58 RTKs en humanos, distribuidos en 20 familias. Todos los RTKs tienen
una arquitectura parecida, con un dominio de uniéon a ligando en la regién
extracelular, una hélice transmembrana simple y una regién citoplasmatica que
contiene el dominio con actividad tirosin quinasa mas una region reguladora C-
terminal y una regién reguladora de yuxtamembrana. La topologia de los RTKSs, su
mecanismo de activacion y los componentes que participan en las vias de
sefializacion intracelulares que los RTKs provocan estan altamente conservados

evolutivamente (Lemmon y Schlessinger, 2010).
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En general los RTKs son activados mediante factores de crecimiento que
provocan su dimerizacién (Ullrich y Schlessinger, 1990), aunque algunos RTKs
pueden formar oligdbmeros en ausencia de ligandos, como es el caso de IGFR1
(Insulin Growth factor Receptor 1) que se expresa en la membrana celular como
un dimero (Ward et al., 2007). El estado inactivo de los RTKs puede ser
monomérico u oligomérico, siendo necesaria la unién del ligando para su

activacion (Kossiakoff y De Vos, 1998).

1.3.1.1. Receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR)

El receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), es una glicoproteina
transmembrana de 170 KDa que pertenece a la familia de receptores RTK de tipo |
0 receptores ErbB. Esta familia estd compuesta por cuatro receptores EGFR
(ErbB1/HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). Cada uno de
estos receptores esta compuesto por el dominio de unién al ligando, el de

transmembrana y el dominio catalitico anteriormente mencionados.

El dominio extracelular consiste en cuatro subdominios, dos homdlogos largos
llamados | y lll, y dos dominios ricos en cisteinas llamados Il y IV. ElI dominio
extracelular del receptor inactivo tiene una estructura dinamica que puede estar
cerrada y tener una baja afinidad por el ligando, o una conformacion abierta en la

que muestra una alta afinidad por el ligando (Figura 4) (Ferguson, 2004).

Figura 4. Estructura del EGFR. El dominio

b extracelular (EC) consta de cuatro subdominios
(I, M, my, IvV) y puede presentar dos
EC conformaciones que se encuentran en equilibrio:
cerrada (baja afinidad, izquierda) o abierta (alta
E afinidad, derecha). El dominio EC. ElI dominio
transmembrana (TM) va seguido de el dominio
intracelular que consta de una regiéon de
Ic yuxtamembrana (JM), una region tirosin quinasa
(TK) y un dominio Carboxiterminal (CT)

responsable del reclutamiento y la fosforilacion

de las proteinas de las vias activadas por
EGFR. Adaptado de (Oliveira et al., 2006)
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Estas dos conformaciones estan en equilibrio. En la forma cerrada la regién |l esta
en contacto con el subdominio IV, mientras que en la conformacién abierta, la
regiéon |l tiene una localizacion diferente y expone un segmento particular
denominado brazo de dimerizacién. En esta conformacion de alta afinidad los

subdominios | y Il estan implicados en la union del ligando al receptor.

El dominio IV probablemente también esta implicado en la localizacion de EGFR
en las caveolas/lipid rafts de la membrana plasmatica. Este dominio CT es rico en
residuos de tirosina que modulan las sefiales mediadas por EGFR después de la
fosforilacién. En este extremo también se encuentran residuos de treonina y serina
que parecen estar implicados en los procesos de desactivacién del receptor asi

como en su endocitosis (Nair, 2005).

La activacion de EGFR se lleva a cabo cuando alguno de sus ligandos como el
factor de crecimiento epitelial (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa
(TGF-a), anfiregulina, betacelulina o epiregulina se une al receptor que presenta
su conformacion abierta (Ferguson, 2004; Yarden, 2001). Esta disposicién
espacial especifica de los subdominios permite la unién del ligando entre | 'y Il y
expone el brazo de dimerizacion posibilitando la formacion de homo o
heterodimeros mediante la interaccion con otros miembros de la familia ErbB. La
dimerizacion inducida por el ligando, es responsable de la transfosforilacién en el
dominio CT, que recluta proteinas con sefiales SH2 y PTB. Estas proteinas
fosforilan sustratos intracelulares y activan numerosas cascadas de sefializacion.
Las rutas de sefializacion méas conocidas son: MAPK, PI3K/Akt, STAT y PLCy.
Cada una de estas vias activara la expresion de multitud de genes e inducira
respuestas celulares como proliferacion, diferenciacién, invasion, migracion,
adhesion, supervivencia y reparacion celular (Nair, 2005) (Figura 5). EI complejo
ligando-EGFR internalizado puede ser degradado o reciclado dependiendo de su
estabilidad y de la presencia de la ubiquitin ligasa Cbl, la cual marca el complejo

para su degradacion mediante el proteasoma (Dikic, 2003; Yarden, 2001).
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1.3.1.2.EGFR y cancer

Los procesos desencadenados por la activacién de EGFR, son vitales para las

células sanas, pero también tienen una alta relevancia en las células tumorales.

Desde hace afios se vienen proponiendo terapias antitumorales con EGFR como
diana (Mendelsohn y Baselga, 2003). Actualmente existen numerosas evidencias

gue revelan la importancia de EGFR en la carcinogénesis:

- EGFR se encuentra sobreexpresado en numerosos casos de tumores humanos,
como cabeza y cuello, mama, pulmén, glioblastoma, tiroides, colorectal, préstata

y ovario entre otros (Uberall et al., 2008).

- La expresion de EGFR se correlaciona con una baja respuesta a los tratamientos
antitumorales, una rapida progresién de los tumores y una baja supervivencia
(Baselga, 2002).

- La produccion de ligandos como EGF y TGFa se encuentra a menudo
incrementada en las células tumorales en las que los receptores estan

sobreexpresados (Oliveira et al., 2006).

- Los estudios con anticuerpos monoclonales (mAbs) anti EGFR, parecen inhibir el
crecimiento de las células tumorales (Gill et al., 1984; Kawamoto et al., 1983;
Sato et al., 1983).
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Figura 5. EGFR y vias de sefalizacion Las vias de sefializacion mediadas por EGFR son
complejas. EGFR afecta a diferentes vias de receptores y ligandos, enzimas, proteinas
adaptadoras, mensajeros secundarios y factores de transcripcién que se encuentran por debajo
de la superficie celular. La activacion de EGFR influye en una amplia variedad de respuestas que

en muchos casos implica un estimulo del crecimiento celular (Mitsudomi y Yatabe, 2010).

1.3.2. Viade las gquinasas activadas por mitégenos

Las vias mediadas por las quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) estan
altamente conservadas evolutivamente, y unen la maquinaria que controla
procesos celulares fundamentales como el crecimiento, la proliferacién, la
diferenciacion, la migracién y la apoptosis (Steelman et al., 2004). Las vias de las
MAPKSs estan compuestas por médulos de tres quinasas que se modulan cuando
la MAPKKK fosforila a la MAPKK que a su vez activa a la MAPK fosforilandola
(Figura 6).

Se han identificado tres familias principales de MAPKs en mamiferos, agrupadas
por su estructura y funcion: quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKSs),
p38 MAPK y las quinasas N-terminales c-Jun (JNKs); (Chang y Karin, 2001;
McDonald et al., 2000; Schaeffer y Weber, 1999; Zhao et al., 1999)
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Las respuestas de las MAPKSs abarcan un amplio rango de cambios extracelulares
e intracelulares (Figura 6). Las interacciones acopladas entre los componentes de
la cascada regulan la especificidad y la eficiencia de la transduccién de sefial de
las MAPK.

Se han descrito un gran numero de MAP3Ks que pueden activar un namero
limitado de MAP2Ks, las cuales activan a una MAPK especifica (Figura 6). Se cree
que la interaccion MAP3K-MAP2K es uno de los mecanismos que contribuyen a la
especificidad en la sefalizacién celular (Tatebayashi et al., 2003). Esta interaccién
se da mediante el dominio de acoplamiento versatil (DVD) que se encuentra en el
extremo C-terminal de las MAP2K después del dominio quinasa (Takekawa et al.,
2005). Una vez activada la MAP2K, contacta con su correspondiente MAPK
fosforilandola a través de un motivo de acoplamiento llamado Dominio D o motivo
DEJL, que también contribuye junto a DVD a la especificidad de la sefial (Holland
y Cooper, 1999).
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Figura 6. Vias de transduccion de sefial y respuestas desencadenadas por las MAPKs.
Modificado de (Dhillon et al., 2007)
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1.3.2.1.RAS

En humanos, existen tres genes que codifican 4 proteinas RAS diferentes, aunque
muy homdlogas entre si: HRAS, NRAS, KRAS 4A y KRAS 4B. Las proteinas RAS
actian como transductores de sefial que se acoplan a los receptores de
membrana o como efectores de vias de sefializacion intracelulares,
intercambiando su conformacidn activa o inactiva que le confiere su unién a GTP o
GDP respectivamente. Bajo condiciones fisioldgicas esta unién esta regulada por los
factores GEFs (Factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina), que promueven la
activacion de RAS y por las proteinas GAPs (Proteinas activadoras de GTPasa), que
aceleran la hidrdlisis del GTP. La actividad inactivadora de RAS mediante las GAPs es la
diana predominante de muchas mutaciones somaticas encontradas en las variantes

oncogénicas de los alelos de RAS (Scheffzek et al., 1997).

RAS activa varias de vias de sefializacion incluyendo Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt y
RalEGF/Ral (Peyssonnaux et al.,, 2000). Las diferentes proteinas Ras tienen
diferente potencial para activar las cascadas de sefializacién, por ejemplo K-Ras
induce de forma mas contundente la cascada Raf/MEK/ERK, mientras que H-Ras
induce de forma mas eficiente la cascada PI3K/Akt (Peyssonnaux et al., 2000; Yan
et al.,, 1998). Después de la unién de citoquinas, factores de crecimiento o
mitbgenos a sus respectivos receptores, se activa el complejo acoplador
Shc/Grb2/SOS, es entonces cuando la proteina RAS inactiva cambia GDP por
GTP, provocando un cambio conformacional, volviéndose activa y reclutando a

Raf en la membrana celular, desencadenado diferentes respuestas celulares.

1.3.2.2.RAF

El gen Raf en mamiferos codifica por tres proteinas: A-Raf, B-Raf y Raf-1 (C-Raf).
Raf es una serina-treonina quinasa que es activada normalmente por una serie de
eventos que incluyen: el reclutamiento de Raf a la membrana celular mediado por
RAS, la dimerizacién de proteinas Raf, la fosforilacion-defosforilacion de los
diferentes dominios, la disociacién de la proteina quinasa inhibidora de Raf y la
asociacion con complejos acopladores como por ejemplo la quinasa supresora de
Raf (RKIP) (Blalock et al., 1999; Chang y Karin, 2001; Dhillon et al., 2002; Fabian
et al., 1993; Luo et al., 1996; Yan et al., 1998; Yeung et al., 1999). La actividad de
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Raf también est4d modulada por chaperonas, incluidas Bagl, 14-3-3 y la proteina
de Choque térmico 90 (Hsp90) (Blagosklonny, 2002; Fantl et al., 1994).

Raf-1 contiene al menos trece lugares de fosforilacion reguladores (Steelman et
al., 2004). Muchos de estos, como por ejemplo S43, S259 y S621, estan
fosforilados cuando Raf-1 es inactiva, lo que permite a 14-3-3 unirse a Raf-1.
Después de un estimulo celular, S621 es defosforilado transitoriamente por una
fosfatasa no identificada y 14-3-3 se disocia de Raf-1 permitiendo asi que Raf-1
pueda ser fosforilada en S338, Y340 y Y341, activdndose. Las quinasas de la

familia Src llevan a cabo estas fosforilaciones (Marais et al., 1997).

1.3.2.3.MEK y ERK

La proteina MEK1 (Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase), es una tirosin y
serin-treonin quinasa (Alessi et al., 1994) y su actividad se regula positivamente
cuando Raf la fosforila en residuos serina de su dominio catalitico. Los tres
miembros de la familia Raf son capaces de fosforilar y activar a MEK, aunque lo
hacen con mayor o menor potencia (B-Raf>Raf-1>>A-Raf) (Alessi et al., 1994). Su
diana predominante corriente abajo es ERK, mientras que ERK tiene mdltiples

dianas.

Las proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK1 y 2) son
serin treonin quinasas y su actividad se regula positivamente mediante la
fosforilaciéon mediada por MEK1 y MEK2. Cuando MEK activa ERK, ésta fosforila
numerosas dianas citoplasmaticas y nucleares, incluyendo quinasas, fosfatasas,
factores de transcripcion y proteinas del citoesqueleto (Yoon and Seger, 2006). La
sefializacion por ERK, dependiendo del tipo celular y de su localizacion celular
puede regular diversos procesos como proliferacion, supervivencia, diferenciacion,
migracién, angiogénesis y remodelacién de la cromatina (Dunn et al., 2005; Yoon
and Seger, 2006, Murphy and Blenis, 2006).

Las proteinas ERK pueden fosforilar directamente diferentes factores de
transcripcion incluyendo Ets-1, c-Jun, c-Myc y Elk-1. ERK también puede fosforilar
y activar p90Rsk (ribosomal S6 kinase), la cual lidera la activacion del factor de
transcripcion CREB (Steelman et al., 2004). Ademas mediante mecanismos

indirectos, ERK puede activar el factor nuclear kappa B (NF-kB) mediante
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fosforilaciéon y activar la proteina inhibidora quinasa kappa B (IKK) (Zhao y Lee,
1999). Una accién sostenida de ERK promueve la fosforilacion y la estabilizacion
de varios genes que promueven la entrada al ciclo celular, como la Ciclina D1,
también puede reprimir la expresibn de genes que inhiben la proliferacion
(Yamamoto et al., 2006). Estos son solo algunos ejemplos de dianas de ERK 1,2,

ya que se conocen mas de 160.

1.3.2.4.MAPKs y cancer

En 1982, se describid por primera vez una mutacién puntual en un alelo de HRAS,
que le conferia diferencias funcionales como oncogén en 1982 en carcinoma de
vejiga (Reddy et al., 1982). Posteriormente se han descrito multitud de mutaciones
en diferentes tipos de cancer humano. No todas las mutaciones de RAS se
originan en la misma proporcién, las mutaciones mas comunes se dan en las
posiciones G12, G13 y Q61 de HRAS, NRAS y KRAS. No se han podido
correlacionar las mutaciones especificas de RAS con la agresividad de la
patologia, aunque se han descrito casos en cancer de pulmén y colorectales en
los que se ha asociado una mutacién concreta con una peor prognosis (Andreyev
et al., 1998; Keohavong et al., 1996; Pylayeva-Gupta et al., 2011; Stirewalt et al.,
2001). También se ha observado especificidad en la isoforma mutada en diferentes tipos
de cancer (Karnoub y Weinberg, 2008). Asi, por ejemplo, las mutaciones en KRAS se
detectan mas frecuentemente en tumores colorectales, carcinomas de pulmén vy
pancreaticos, las mutaciones en HRAS estan asociadas con cancer de piel y de cabeza y

cuello y NRAS se encuentra mutado con mas frecuencia en cancer de tipo hematopoyético

(Pylayeva-Gupta et al., 2011; Sanger).

Se han encontrado mutaciones en B-Raf en un 60% de melanomas malignos
(Davies et al., 2002), y frecuencias mas bajas en otros tumores humanos como
cancer de colon, de tiroides o de ovario. La mutacion mas comudn (90%) se
produce en el bucle de activacion lo que provoca una activacion constitutiva de B-
Raf (Wan et al., 2004). Aunque algunas mutaciones en B-Raf no elevan su
actividad, son capaces de activar la sefalizacion via MEK-ERK. Esto se deberia a
gue B-Raf podria heterodimerizar con Raf-1 provocando asi la activacién de ERK

(Rushworth et al., 2006). Por el contrario las mutaciones en Raf-1 son raras. Se
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han encontrado cuatro tipos de mutaciones en Raf-1 y solo una de ellas aumenta

la actividad quinasa (Emuss et al., 2005)

1.3.3. Via PTEN/PI3K/Akt

Las proteinas PI3Ks, constituyen una familia de quinasas lipidicas que se
caracterizan por su capacidad de fosforilar el grupo 3'-OH del anillo inositol de los
fosfatidil-inositoles (Fruman et al., 1998). La familia PI3K se divide en cuatro
clases: tres de ellas fosforilan lipidos, mientras que la clase IV de quinasas
(mTOR, ATM, ATR y DNA-PK) fosforilan proteinas. La clase | consta de quinasas
heterodiméricas compuestas de una unidad catalitica (p110a, B, v y 8) y una
subunidad reguladora. A su vez la clase | est4 subdividida en dos subclases, la
subclase la, activada por RTKs y esta formada por la combinacion de p110q, B, 0
d y la subunidad reguladora (p85, p65 o0 p55), y la subclase Ib, la cual es activada
por receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y esta formada por pl110y y la

subunidad reguladora p101.

La activacién de PI3K es inducida por factores de crecimiento e insulina que
median la localizacién de la subunidad catalitica en la membrana, donde se
encuentra su sustrato, el fosfatidilinosiltol difosfato (PIP2). La activacién de los
RTKs, da como resultado la asociacion de PI3K con el receptor a través de los
dominios SH2, lo que activa la subunidad catalitica (Hunter, 2000). La activacién
de PI3K conduce a la formacién de PI-3,4,5-P3 en pocos segundos. Los efectos
del PIP3 en las células estan mediados por una union especifica a dominios de
unién proteina-lipido llamados FYVE y dominios de homologia a pleckstrina (PH)
(Pawson y Nash, 2000). Las proteinas que contienen este dominio son
mediadores criticos para las sefiales inducidas por la clase PI3K-IA, y se
encuentran en varias proteinas incluyendo a PDK1 y Akt, ambas con un papel
central en los efectos carcinogénicos producidos por la desregulacion de la
actividad de PI3K.

Cuando PDK1 es activada por PIP3, fosforila Akt en el residuo Thr 308, activando
su actividad Serin/treonin quinasa. Una vez fosforilada en Thr 308, la total
activacion viene dada por la fosforilacion en el residuo Ser 473 (Alessi et al., 1996)
mediante PDK2 (el complejo rictor/mTOR o DNA-PK). En un paso posterior, Akt
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activa se transloca a través de un mecanismo no conocido al ndcleo donde se
encuentran algunos de sus sustratos (Meier y Hemmings, 1999). La activacion de
Akt, estimula la progresion en el ciclo celular, la supervivencia, el metabolismo y la
migracion a través de la fosforilacion de muchos sustratos fisiol6gicos (Dahia,
2000; Downward, 2004; Kandel y Hay, 1999; Stokoe, 2001; Vivanco y Sawyers,
2002).

Akt es la serina—treonina quinasa corriente abajo de PTEN/PI3K. La familia Akt
consta de tres miembros Aktl, Akt2 y Akt3 (Murthy et al., 2000), que estan
codificados por tres genes diferentes (Datta et al., 1999). Akt se expresa de
manera ubicua pero sus hiveles de expresion dependen del tipo tisular. La familia
Akt contiene el dominio PH que se une a fosfolipidos, siendo asi regulada por
PI3K, la cual recluta a Akt en la membrana celular mediante la unién a PIP3,

permitiendo su activacion mediante PDK1 (Figura 7) (Kandel y Hay, 1999).

1.3.3.1.Via PI3K/Akt y progresion del ciclo celular

Las dianas de Akt, son proteinas implicadas en el metabolismo del glicdgeno como
la quinasa glicdgeno sintasa fosfodiesterasa 33 (GSK3p) o en el ciclo celular como
los inhibidores de CDKs: p21°™* y p27""* (Blume-Jensen y Hunter, 2001).

Uno de los mecanismos claves para la modulacion mediante Akt de sustratos
especificos como pB-catenina, p21°F*, p27"', mdm2 o los factores de

transcripcion Forkhead, tiene que ver con la regulacion de su localizacion,

CP1 & inhibe su

KIP1

citoplasmatica o nuclear, mediante fosforilacion. Akt fosforila p21
efecto antiproliferativo reteniéndola en el citoplasma, asi como a p27
al., 2002; Shin et al., 2002; Viglietto et al., 2002; Zhou et al., 2001).

(Liang et

Ademds, Akt juega un papel importante en la fisiologia y la patologia de la
angiogénesis mediante su efecto en las células endoteliales y las células que
producen sefiales angiogénicas, como las células tumorales. La via de PI3K/Akt
esta fuertemente activada por el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
promoviendo la supervivencia de las células endoteliales, el crecimiento y la
proliferacion (Olsson et al., 2006). Akt induce diferentes mecanismos de
supervivencia como la inactivacion mediante fosforilacion de los factores

proapoptdticos Bad y procaspasa-9 asi como la inhibicién de los factores de
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transcripcion de la familia Forkhead que inducen la expresion de factores

proapoptoticos como el ligando de Fas (FasL) (Plas y Thompson, 2005).

Figura 7. Esquema general de la via PI3K/Akt. La via PI3K/Akt induce numerosas respuesta
celulares regulando procesos como la supervivencia celular, el metabolismo o la modulacion del
ciclo celular. Modificado de Carnero, 2010.

1.3.3.2.PI3K/Akt y cancer

La via PTEN/PI3K/Akt aparece frecuentemente alterada en diferentes tipos de
cancer. La proteina homéloga fosfatasa y tensina (PTEN) es una proteina-lipido
fosfatasa cuya principal diana es el lipido fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), el
producto de la quinasa fosfatidilinositol 3 (PI3K) (Maehama y Dixon, 1998). La
pérdida de funcion de PTEN, asi como la activacion de PI3K, resulta en un
acumulo de PIP3 que activa efectores corriente abajo incluyendo a la quinasa
dependiente de fosfatidilinositol 3 (PDK1), Akt y Racl/cdc42.
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La actividad de PTEN se encuentra afectada en mutaciones, deleciones o
metilaciones que implican el silenciamiento de su promotor, tienen una alta
frecuencia en muchos tumores primarios y metastasis (Parsons et al., 2005;
Vivanco y Sawyers, 2002). Recientemente se han encontrado mutaciones
activadoras en el gen PI3KA (que codifica para la subunidad catalitica p110a) en
tumores humanos (Samuels et al., 2004). Las mutaciones observadas mas
frecuentemente aumentan la capacidad catalitica de PI3K, induciendo la activacion
constitutiva de Akt (Kang et al., 2005).

No se han encontrado modificaciones o0 mutaciones en el gen que codifica por Akt
de mamiferos, aunque varios estudios han encontrado amplificaciones en
canceres humanos, como la de Aktl en canceres gastricos, y de Akt2 en cancer
de ovario, pancreas, mama y estémago (Bellacosa et al., 1995; Cheng et al.,
1996), ademas de alguna mutacién puntual en la region de union a lipidos de Aktl
en tumores de mama, colorectales y de ovario que la localiza en la membrana
plasmatica estimulando la sefializacién corriente abajo (Carpten et al., 2007). Mas
alla de las mutaciones en los componentes de la via PI3K/Akt, esta cascada
puede ser activada por otros estimulos. Esta activacion puede ser independiente
de receptor, como en el caso de las células que expresan constitutivamente RAS
(Kauffmann-Zeh et al., 1997; Rodriguez-Viciana et al., 1997) o por receptores que
estdn sobreexpresados o permanentemente activos en muchos tipos de cancer
humano. Este Ultimo caso es caracteristico en algunos tumores que presentan
activacion constitutiva de ErbB2, los cuales muestran actividad constitutiva de Akt
(Blume-Jensen y Hunter, 2001; Zhou et al., 2000).

1.3.4. Factores de transcripcion FoxO

Las proteinas Forkhead, son factores de transcripcién que se caracterizan por
tener un dominio de unién al ADN, la caja forkhead, conservada en invertebrados
y mamiferos (Greer y Brunet, 2005). Los genes Forkhead se agrupan en 19
subclases de genes Fox (Kaestner et al., 2000). Los factores de transcripcion
Forkhead O es uno de los subgrupos. La subfamilia FoxO consta de cuatro
miembros en mamiferos (FoxO1, FoxO3, FoxO4 y FoxO6) (Greer y Brunet, 2005),
los cuales activan o reprimen genes como Bim y FasL, involucrados en apoptosis,

p27" y Ciclina D, implicados en la regulacién del ciclo celular, asi como
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GADD45a en la reparacién del ADN, la Manganeso superoxido dismutasa
(MnSOD) de respuesta al estrés y G6Pasa (glucosa-6-fosfatasa) implicada en el
metabolismo (Dijkers et al., 2000; Finnberg y El-Deiry, 2004; Schmidt et al., 2002)
(Figura 8).

1.3.4.1.Factores FoxO y progresion del ciclo celular

Una de las primeras funciones descritas para las proteinas FoxO de mamiferos fue
su capacidad de regular la transicion G1/S (Dijkers et al., 2000; Medema et al.,
2000). Esta transicién depende de la activacién de los factores de transcripcion
E2F la hiperfosforilacién secuencial de la familia de proteinas pRb mediada por las
Ciclinas D (Sherr, 1996). La actividad nuclear de FoxOl o FoxO3a induce el
arresto celular en G1 reprimiendo la actividad de CDK4 (Ramaswamy et al., 2002),
por otra parte la expresion ectopica de Ciclina D1 puede revertir parcialmente esta
parada en el ciclo celular inducida por FoxO, por lo que se sospecha que FoxO
podria regular de alguna forma la actividad de la Ciclina D (Schmidt et al., 2002).
Por el momento, no hay ninguna evidencia de que FoxO se una a los promotores
de la Ciclina D y suprima su expresion, si pueden hacerlo indirectamente
aumentando la expresién de represores de su transcripcion como Bcl-6, un
conocido represor transcripcional del gen de la Ciclina D2 (Fernandez de Mattos et
al., 2004). FoxO también regula la transicion G1/S del ciclo aumentando la tasa de
transcripcion de los CKls. Los factores FoxO inducen incrementos en la

CPLy p27""' y ademas

transcripcion de los miembros de la familia CIP/KIP p21
pueden inhibir la actividad de los complejos CDK-Ciclina A/E/D (Medema et al.,
2000; Seoane et al.,, 2004). También se ha demostrado que los inhibidores
especificos de CDK4/6, p15™“* y p19™“? también son dianas de FoxO en el
arresto del ciclo en G1 (Katayama et al., 2008). Asi, la inhibicién de Akt mediante

INK4b

inhibidores de PI3K o PDK1 incrementa la expresion de p15™“ y p19™“? pero no

de p16INK4a y p18INK4C

FoxO también tiene como diana directa a los miembros de la familia pRb, p107 y
p130 (pRb2) (Giacinti y Giordano, 2006; Macaluso et al., 2006). FoxO3a y Fox0O4
activan la transcripcion de p130, que puede inducir a las células a una parada del

ciclo celular y hacerles entrar en un estado quiescente (Kops et al., 2002).
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Figura 8. Genes diana de los factores FoxO. Los factores de transcripcion FoxO inducen la
transcripcion de una gran cantidad de genes en las células en division (en azul) y en las células

postmitéticas (en verde). Adaptado de (Greer y Brunet, 2005).

1.3.4.2.Regulacion de los factores FoxO

Se ha observado que varios factores de crecimiento reducen la expresién y la
actividad de los factores FoxO. Durante el desarrollo de tumores la inhibicién de la
actividad transcripcional de FoxO3a promueve la transformacion celular, la
progresion tumoral y la angiogénesis (Hu et al., 2004; Potente et al., 2005). Los
factores FoxO estan regulados por una gran variedad de estimulos externos como
EGFR, insulina, neurotrofinas, nutrientes, citoquinas y estrés oxidativo. Estos
estimulos controlan la expresion proteica de los factores FoxO, su localizacion
subcelular o la unién al ADN y su actividad transcripcional. Las proteinas FoxO se
regulan mediante modificaciones post-traduccionales como fosforilacion,
acetilacion, ubiquitinacién y posiblemente otras modificaciones no identificadas. Se
han identificado varias vias que activan los factores FoxO, como la proteina JNK o
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y otras que los inhiben como la via
PI3K/Akt, IKKBy ERK1/2 (Greer et al., 2007; Hu et al., 2004; Plas y Thompson,
2003; Wang et al., 2005; Yang et al., 2008)
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Akt, IKKB y ERK son tres quinasas oncogénicas comunes en tumores humanos
que tienen como diana al gen supresor de tumores FOXO3a, al que fosforilan en
diferentes aminoacidos en respuesta a factores de crecimiento y a la insulina. La
fosforilacion de FOXO3a tiene como resultado su traslocacion del ndcleo al
citoplasma y su consiguiente degradacién. La fosforilacion de FoxO3a mediante
Akt en los residuos Thr32, Ser253, and Ser315 en FoxO3 humano, estimula la
interaccion entre FoxO3a y 14-3-3, que promueve la exportacion de FoxO3a del
ndcleo al citoplasma lo que resulta en una represion de su funcion transcripcional
(Brunet et al., 1999). Estas tres quinasas también estimulan la ubiquitinacion que
resulta en la degradacion de FoxO3a mediante el proteasoma. Ademas, CDK2
también fosforila a FoxO en varios sitios inhibiendo su actividad y a su vez, Akt y
ERK inducen aumentos en la expresion de CDK2 (Lents et al., 2002).

1.3.4.3.Factores FoxO y cancer

Se ha observado una baja expresion de FoxO en numerosos tipos de tumores
como cancer de mama, prOstata, glioblastoma, rhabdomiosarcoma y leucemia
(Arden, 2006; Myatt y Lam, 2007). También se sabe que la pérdida de FoxOla
mediante delecion de la regiébn 13ql4 promueve el cancer de proéstata
independiente de andrégenos (Dong et al., 2006). Ademas se ha observado su
localizacion citoplasmatica y regulacion a la baja en cancer de mama (Hu et al.,
2004; Yang et al., 2008). La inactivacion de FoxO parece ser un paso importante
en la transformacion carcinogénica y el incremento de su actividad podria ser una

estrategia terapéutica razonable.
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1.4. Tipos de muerte celular

Se han descrito varias categorias de muerte celular, las mas comunes son:
apoptosis, autofagia, necrosis y catastrofe mitética (Galluzzi et al., 2012). La
quiescencia permanente, conocida como senescencia se considera también un
tipo de parada del ciclo celular en el contexto de la terapia del cancer (Dimri,
2005). Estos tipos de muerte celular presentan diferencias moleculares y celulares

que se describen en la Tabla 1.

La autofagia y la apoptosis se consideran procesos programados, ya que tienen
un estricto control genético (Danial y Korsmeyer, 2004; Lum et al., 2005). La
muerte celular programada resulta en una desintegracion de los componentes
celulares y la eliminacion de estos por las células vecinas. Estos procesos se dan
normalmente en el remodelaje de los tejidos en el desarrollo de los organismos
eucariotas multicelulares y en los organismos adultos con el fin de mantener el
tejido normal adulto. La necrosis y la catastrofe mitética se consideran respuestas
pasivas a dafios celulares masivos, aunque algunos estudios sugieren que estos
procesos también podrian estar bajo un control genético (Castedo et al., 2004;
Zong y Thompson, 2006). La senescencia es un proceso desencadenado por la
edad, derivado de un programa genético que implica la erosion de los telomeros y
la activacion de las vias de sefializacion de supresores de tumores
(Smogorzewska y de Lange, 2002). La desregulacion de las vias que controlan la
muerte celular esta relacionada con la carcinogénesis. Se han descrito otros
modelos de muerte celular como apoptosis independiente de caspasas,
necroptosis, paraptosis, piroptosis y muerte celular lenta, cuya morfologia y
caracteristicas bioquimicas varian de las vias mayoritarias de muerte celular
(Broker et al., 2005; Fink y Cookson, 2005).
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Tabla 1. Categorias y caracteristicas de los tipos de muerte celular

Crlmlboe Apoptosis Autofagia Necrosis Senescencia Celeming
Morfolégicos pop 9 Mitética
Se mantiene la
integridad de la L Pérdida de la Aplastamiento,
Membrana Formacién de : - i
membrana. integridad de incremento del _
celular A Blebs 5
Formacién de la membrana tamafio
Blebs
Condensacion Condensacion -
) Segregacion
de la parcial de la
- ; ) . de los
, cromatina, cromatina, no Degradacion CuUmulo de
Ndcleo ) f cromosomas
fragmentacion hay del ADN heterocromatina durante la
nuclear y del fragmentacion citoquinesis
ADN del ADN q
Despolimeri- Incremento de
zacion del vesiculas Tumefaccion
citoesqueleto. autofagicas, de los
Citoplasma Membrana degradacion - Granulamiento _
h ) organulos
unida a del Golgi, celulares
fragmentos poliribosomas
celulares y ER
quon Permeabilidad
Anexina V, S
ensayos de R atinciones Visualizacion
Métodos de . - Localizacion de vitales, Actividad de B- .
deteccién fraccionamien- LC3 liberacion del Galactosidasa dPT células
to del ADN, ) multinucleadas
N, contenido
activacion de .
intracelular
caspasas
HMBG1,
S100,
Liberacién de . - metabolitos
. Lisofosfatidil- e
contenido ; _ purinicos, _ _
colina .
celular proteinas
HSP, acido
arico, HDGF
Estimulacion
. del
Respuesta Eng!?&gg:e crecimiento
inmune celular - celulary - -
reparacion
tisular

Bleb: Protuberancia irregular que se forma en la membrana plasmatica a causa del

desacoplamiento del citoesqueleto de la membrana plasmatica (Fackler y Grosse, 2008). LC3:
light chain 3. HMBG1: High-mobility group protein B1. HSP: heat shock protein. HDGF:

hepatoma-derived growth factor
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1.4.1. Apoptosis

El término apoptosis fue usado por primera vez por Kerr, Wyllie y Currie para
diferenciarlo de la muerte por necrosis que se observaba en tejidos que habian
padecido algun tipo de dafio (Kerr et al., 1972). Las caracteristicas morfologicas de
la apoptosis incluyen: formacion de blebs (protuberancias de la membrana
plasmética), contraccion celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion del
nucleosoma. En condiciones normales, las células que siguen un proceso
apoptotico son reconocidas por los macréfagos o por sus células vecinas, que
eliminan sus restos celulares. Existen dos vias de sefializacion que dirigen a la
célula hacia la apoptosis: a) Via intrinseca o mediada por mitocondrias, b) Via

extrinseca o extracelular (Cory y Adams, 2002; Dimri, 2005; Nagata, 1997).

Ambas vias activan enzimas proteoliticas llamadas caspasas que median el
desmantelamiento de los organulos celulares y de la arquitectura celular
rapidamente. La familia de las caspasas contiene un residuo de cisteina
nucleofilico que participa en la rotura de los motivos que contienen acido aspartico
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Las caspasas se expresan como precursores
inactivos que forman oligdbmeros activos después de partirse. Hay dos grupos de
caspasas: las iniciadoras o apicales (Caspasa 8, 9 y 10) y las efectoras o
ejecutoras (Caspasa 3, 6 y 7), lo que sugiere que las iniciadoras tienen capacidad
autocatalitica mientras que las efectoras necesitan activacion por parte de las

iniciadoras.

1.4.1.1.Via Extrinseca

La via extrinseca se desencadena por la unién de un ligando a un receptor

extracelular en la membrana plasmatica

La via extrinseca es activada mediante los miembros de dos familias de proteinas:
la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) y por los receptores de sus ligandos
(TNFR) (Locksley et al., 2001). Muchos de los miembros de la familia TNF se unen
a receptores que activan sefiales que implican respuestas proinflamatorias y que
no sefializan muerte celular. Los ligandos de la familia TNF capaces de inducir
apoptosis son TNF-a, FasL, y el receptor del ligando del inductor de apoptosis
TNF (TRAIL) (LeBlanc y Ashkenazi, 2003; Peter y Krammer, 2003). Después de la
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union extracelular del ligando, el dominio citoplasmatico de TNFR recluta las
caspasas iniciadoras. Los receptores de muerte de FasL y TRAIL (DR4 y DR5)
reclutan la proteina adaptadora asociada a Fas que contiene un dominio de
muerte (FADD) (Chinnaiyan et al., 1995), la cual recluta a las caspasas iniciadoras
8 y 10 formando el complejo sefalizador de induccion de muerte (DISC) (Kischkel
et al., 1995), lo que provoca la autoprotedlisis de las caspasas 8 y 10 (Boatright et
al., 2003; Donepudi et al., 2003).

1.4.1.2.Via intrinseca

La via intrinseca se activa normalmente en respuesta a sefiales de estrés
intracelular como dafio en el ADN, altas concentraciones de ROS (especies
reactivas de oxigeno), infecciones virales y activacion de oncogenes (Kroemer,
2003).

Los miembros de la familia Bcl-2 regulan el flujo de proteinas apoptéticas desde la
mitocondria. Estas proteinas contienen de uno a cuatro dominios con homologia a
Bcl-2 (BH). El nimero y la combinacion de este tipo de dominios determinan si la
proteina serd apoptética o antiapoptética. Los miembros antiapoptéticos de la
familia Bcl-2 contienen 4 dominios e incluyen: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w y Bfl-
1/A1. Los miembros proapoptéticos no contienen el dominio BH4 y estan divididas
en dos grupos: los miembros que contienen solamente el dominio BH3 y las
proteinas multidominio BH1-3 Bax y Bak. Las proteinas que solo tienen dominio
BH3 incluyen: Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa, Bmf entre otras y son reguladas
mediante control transcripcional normalmente por p53 (El-Deiry, 2003). En células
murinas la delecion de Bax y Bak es suficiente para prevenir la permeabilizacién
de la membrana externa de la mitocondria (MOMP) inducida por los eventos
apoptoticos corriente arriba (Wei et al.,, 2001). Bax y Bak normalmente se
encuentran como monémeros inactivos. Bax reside en el citosol o anclado a las
membranas intracelulares (Suzuki et al., 2000) mientras que Bak esta unida a Mcl-
1, Bcl-xI o al canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC-2), en la membrana
externa de la mitocondria. El esquema general de la activacion de la via intrinseca
es la oligomerizacion de Bax y Bak en la membrana externa de la mitocondria para
activar MOMP, lo cual permite la liberacion de factores apoptogénicos como el

citocromo C, que una vez liberado, se une al factor activador de proteasas
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apoptotico (Apaf-1), que recluta a la procaspasa 9 promoviendo su propia
activacion. Una vez activada, la caspasa-9, corta a sus efectores, las caspasas 3 y
7 que rapidamente cortan sus sustratos intracelulares. Las proteinas
antiapoptoéticas Bcl-2 bloquean la oligomerizacion de Bax y Bac o sus asociaciones
con proteinas con dominio BH3 previniendo la induccién de MOMP (Cory y
Adams, 2002).

1.4.2. Necrosis

Tradicionalmente, la necrosis se refiere a la muerte celular de una forma
descontrolada y patoldgica. Recientes estudios apuntan que la necrosis también
seria un evento controlado que podria estar implicado en procesos de desarrollo,
fisioldgicos y patoldgicos (Majno y Joris, 1995; Proskuryakov et al., 2002; Yuan et
al., 2003). La necrosis es inducida por la inhibicion de la produccién de la energia
celular (disminucién de los niveles de adenosin trifosfato (ATP)), desregulacién del
balance del flujo intracelular y extracelular de calcio, generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y activacion de proteasas no apoptéticas (Haworth y
Hunter, 1979). Las células que son muy proliferativas necesitan energia que
proviene de la glucolisis, si ésta es inhibida, los niveles de ATP disminuyen. Una
forma de inhibir la glucdlisis es la hiperactivacion de la proteina PoliADP-ribosa
polimerasa (PARP) (Ha y Snyder, 1999). Cuando las células se encuentran en un
ambiente anaerébico generan ROS, lo que conlleva al estrés oxidativo, dafio de
las moléculas intracelulares y de los organulos y por ultimo necrosis. Los ROS
pueden dafiar el ADN rompiendo sus cadenas y oxidando las purinas (Marnett,
2000) y modificar los lipidos, afectando a los dobles enlaces de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA). La oxidacion lipidica puede desembocar en la pérdida de
la integridad de la membrana plasmatica y de las membranas intracelulares de los
organulos (lisosomas y reticulo endoplasmatico), lo que provocaria un influjo de

calcio, un importante inductor de necrosis (Bano et al., 2005; Waring, 2005).

1.4.3. Catastrofe Mitética

La catastrofe mitdtica es un proceso que implica mitosis aberrantes que resultan
en una segregacion incorrecta de los cromosomas durante la separacion de las

cromatidas. En general no se considera un mecanismo de muerte, sino una forma
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de provocar la muerte de forma irreversible (Weaver y Cleveland, 2005). Las
células eucariotas tienen mecanismos muy complejos con los que monitorizar la
estructura de los cromosomas Yy detectar cualquier tipo de dafio en el ADN. Esto
se traduce en la parada del ciclo celular y en la activacion de la maquinaria de
reparacién del ADN. Si el dafio es muy grave se da un bloqueo permanente del
ciclo celular (senescencia) o la célula es eliminada mediante mecanismos de
muerte. Una definicién propuesta recientemente para la catastrofe mitética es la
muerte, que ocurre durante la mitosis y que resulta de la combinaciéon de una
deficiencia en los puntos de control del ciclo celular (en especial del control de la
estructura del ADN y del punto de control mitético) y de dafio celular (Castedo et
al., 2004). Los puntos de control para la estructura del ADN se activan mediante
guinasas de la familia PI3K como proteina quinasa ataxia telengiectasia (ATR) y
Rad3-relacionada a ATR, que fosforilan las quinasas Chkl y Chk2, que a su vez
fosforilan a una multitud de proteinas implicadas en la sefializacion del punto de
control (Bartek y Lukas, 2003). El punto de control mitético, previene la anafase
(separacion de las crométidas hermanas) hasta que los cromosomas han obtenido
su acoplamiento bipolar. El punto de control mitético es el responsable de la
produccién de células idénticas genéticamente asegurandose una correcta
segregacion de los cromosomas. Cuando los cromosomas no estan correctamente
acoplados al huso mitético, se generan sefiales que recibe el punto de control
mitético, el cual evita la separacién de las crométidas hasta que estas no estén
ancladas correctamente al huso mitético. La progresion en la anafase puede
prevenirse inhibiendo la activacion del complejo de promocion de la anafase
(APC). APC es una E3 ubiquitin ligasa que marca los sustratos mitéticos para su
destrucciéon mediada por el proteasoma, lo cual es necesario para que empiece la
anafase. Se ha observado que la no segregacion de los cromosomas resulta en
una muerte celular rapida (Hoyt et al., 1991; Li y Murray, 1991). Morfolégicamente,
la catastrofe celular esta asociada con la formacion de células gigantes con dos o
méas nudcleos. Las células con dos nucleos son arrestadas en G1 de forma
dependiente de p53. El dafio que conlleva a una catastrofe mitética puede ser
inducido por farmacos quimioterapicos que actien como venenos para los

microtUbulos.
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1.4.4. Senescencia

La senescencia replicativa fue descrita en el contexto de células normales en
cultivos primarios que tenian un nimero finito de divisiones (Hayflick y Moorhead,
1961). Un mecanismo implicado en la senescencia replicativa es el acortamiento
de telobmeros (Smogorzewska y de Lange, 2002). Después de cada divisién
celular, los telomeros son acortados, ya que las células adultas no contienen
suficiente enzima telomerasa para afiadir repeticiones al final de los cromosomas.
Cuando el cromosoma se acorta hasta cierto limite, se produce una respuesta de
dafio al ADN que se traduce en una parada del ciclo celular (d'Adda di Fagagna et
al., 2003; Takai et al., 2003). Esta respuesta al dafio en el ADN puede darse por
otros factores que causen estrés a la célula como la exposicion a agentes
quimioterapicos 0 a sefiales oncogénicas y mitéticas que inducen senescencia
prematura tanto in vitro como in vivo (Robles y Adami, 1998; Schmitt et al., 2002;
te Poele et al, 2002). Por tanto se ha propuesto que los defectos en la
sefializacion de la senescencia pueden contribuir a la carcinogénesis (Dimri,
2005), asi p53 y pRb han sido descritos como los dos principales reguladores de la
senescencia (Shay et al.,, 1991). Las células senescentes son mas grandes,
aplanadas y a menudo presentan vacuolizacién. El marcador mas usado para la
deteccion de la senescencia es la beta-galactosidasa, la cual se detecta mediante
métodos colorimétricos usando como sustrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-
galactopyranoside (X-Gal) a pH 6.0 (Dimri et al., 1995). También se pueden
observar los cumulos de heterocromatina de ADN transcripcional silenciado

mediante su tincion y observacién bajo el microscopio (Narita et al., 2003).

1.4.5. Autofagia

La autofagia es una via de degradacion lisosomal de material citoplasmatico y
organulos muy conservada evolutivamente y estrictamente regulada (Eskelinen,
2008; Kundu y Thompson, 2008).

La autofagia se activa bajo condiciones de estrés como falta de aminoécidos,
proteinas mal plegadas o infecciones virales. Se conocen tres rutas de autofagia
(Figura 9):
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1. Macroautofagia o autofagia simple: el material citoplasmatico que se va a
degradar se envuelve en un organulo especializado que se fusionara con las
vesiculas lisosomales y liberara el citoplasma para su degradaciéon (Dunn,
1994).

2. Microautofagia: la membrana lisosomal secuestra una porcién del citoplasma
(Ahlberg et al., 1982)

3. Autofagia mediada por chaperonas (CMA): las proteinas contienen una
secuencia especifica por la cual son transportadas del citoplasma al lumen

del lisosoma a través de la membrana lisosomal (Cuervo y Dice, 1996).

Después de la induccién mediante una sefial de estrés como la deprivacion, el
primer paso de la autofagia es la formacién de un autofagosoma. Una membrana
elongada de la cisterna se envuelve en si misma llevandose una porcion de
citoplasma formando una doble membrana que envuelve el fagosoma. Esta
cisterna de membrana es llamada “fagéforo” o “membrana aislada”. Después los
autofagosomas reciben constituyentes lisosomales, como las proteinas de
membrana lisosomales y las bombas de protones mediante un proceso de fusion
con endosomas tardios o cuerpos multivesiculares (MVBs). Posteriormente los
autofagosomas se fusionan con los lisosomas (Dunn, 1990) (Figura 9). Después
de la fusién con los endosomas o lisosomas, los autofagosomas se denominan
amfisomas o autolisosomas, respectivamente. El citoplasma y la membrana que le
envuelve son degradados por hidrolasas lisosomales, y los productos de
degradacion son transportados de vuelta al citoplasma donde pueden ser
reutilizados para procesos de biosintesis o produccion de energia. Una vez que el
material ha sido degradado en los autolisosomas, estos pasaran a ser lisosomas
que estaran preparados para llevar a cabo otra fusibn con endosomas o
autofagosomas. Otra posibilidad, en el caso de que la degradacion de los
productos no sea completa, es que el autolisosoma se convierta en un cuerpo

residual que contiene material no digerible y lipofucsina.
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Figura 9. Rutas de autofagia. Los sustratos pueden provenir de fuera de la célula (Heterofagia)
0 son intracelulares (Autofagia). En la macroautofagia, el material citoplasmatico que va a
degradarse se recubre de membrana formando un autofagosoma que se fusionard con el
lisosoma. En la microautofagia, la membrana lisosomal secuestra parte del citoplasma. En la
autofagia mediada por chaperonas, las proteinas son transportadas por las chaperonas hasta el

lisosoma. Adaptada de Platini et al., 2010.

1.4.5.1.Proteinas Atg

Se conocen unos 30 genes relacionados con autofagia en levaduras con el
nombre comun de ATG (Suzuki y Ohsumi, 2007) y se han identificado muchos de
sus homologos en mamiferos, ya que los mecanismos de autofagia estan

altamente conservados.

Atgl es una serina-treonina quinasa cuya funcion en la cascada de sefializacion
es la activacién de la autofagia (Kamada et al., 2000). Atgl interacciona con
Atgl3, que disminuye su fosforilacién, lo cual aumenta el nimero de complejos
Atgl-Atgl3 (Kamada et al., 2000). El homélogo de Atgl en mamiferos es ULK1
(Chan et al., 2007).

Atgb tiene su funcién bien en la cascada de sefializacion o durante la formacién de
fagosomas. El homodlogo de mamiferos de Atg6 es denominado Beclin 1. Esta

proteina tiene una funcién central en la regulacion de la autofagia. Beclin 1 forma
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un complejo con la proteina Vsp34 que pertenece a la familia de las PI3K de clase
Il (Kihara et al., 2001). Vps34 se asocia con la serina treonina quinasa Vpsl15
mientras que la proteina codificada por el gen asociado a la resistencia a la
irradiaciéon por ultravioletas (UVRAG), se asocia al complejo Beclin 1-Vps34 y
acelera la autofagia (Liang et al., 2006) (Figura 10). Beclinl también se une a las
proteinas protooncogénicas Bcl-2 y Bcl-XL, esta unién disminuye la actividad de
quinasa de Vps34 e inhiben la formacion del autofagosoma (Maiuri et al., 2007;
Pattingre et al., 2005).

Existen otros dos complejos necesarios para la formaciéon del autofagosoma: los
sistemas Atgl2-Atg5 y Atg8-fosfatidiletanolamina (Ohsumi, 2001). ElI complejo
Atgl2-Atg5 ayuda a la formacion de los autofagosomas y Atg8, cuyo homélogo en
mamiferos es LC3, también ayuda a la formacion de los autofagosomas,
posiblemente favoreciendo la fusién de la membrana (Figura 10) (Nakatogawa et
al., 2007).

A B = Atgd )
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“
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Atg10 Atg3
L UVRAG ] Ambra 1 -
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[ vess4 | 1
Vps15
Bcl 2/Bel-XL § . e . 20
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Atgs < Atgs D

Figura 10. Panel A: Complejo Beclin1-Vps34. La subunidad Vps15 contiene un residuo lipidico
que contribuye al anclaje a la membrana. Panel B: Sistema Atg12-5-8. El sistema Atg-12-5-8

facilita la formacion de los autofagosomas y favorece la fusion con de la membrana.

1.4.5.2.Regulacion de la autofagia

Un mecanismo fisioldgico importante en la regulacién de la macroautofagia es la

disponibilidad de nutrientes, en particular los aminoacidos (Meijer y Codogno,

2006). Se han propuesto dos sensores de aminoacidos en la sefializacion de la
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autofagia: la proteina quinasa Gcn2, que es activada por moléculas de RNA de
transferencia no cargadas (Talloczy et al., 2002) y un receptor de aminoacidos
putativo localizado en la membrana plasmatica (Kanazawa et al., 2004) que
localizarian los niveles de aminoacidos intracelulares y extracelulares
respectivamente. Las sefiales de Gcn2 en la autofagia, estan mediadas la
fosforilacion del factor de iniciacion elF2 alfa (Talloczy et al., 2002), mientras que
el receptor de la membrana plasmatica iniciaria la via de la autofagia posiblemente
mediante la proteina quinasa mMTOR (Kanazawa et al., 2004). mTOR, tiene una
funcién conservada como sensor de alimentos, regulacion del crecimiento y de la
proliferacion asi como control de una gran variedad de procesos metabélicos y
juega por tanto un papel crucial en la regulacion de la autofagia (Pattingre et al.,
2008). La inhibicion de mTOR mediante rapamicina activa la autofagia (Blommaart
et al., 1995), ademas como mTOR puede actuar como sensor de ATP sus niveles
pueden controlar la autofagia directamente y/o mediante la via de sefializacion de
mTOR (Meijer y Codogno, 2007). El calcio citosdlico libre también ejerce un control
sobre la autofagia ya que moviliza agentes como la Vitamina D3 y el ATP, las

cuales inhiben mTOR y desencadenan autofagia (Hoyer-Hansen et al., 2007).

La union de Bcl-2 y Beclin 1 esta regulada por la cantidad de aminoacidos, y
durante la deprivacion de los mismos Bcl-2 es fosforilada por la quinasa JNK
evitando su unidn a Beclin 1 activando asi el proceso de autofagia (Wei et al.,
2008). También las proteinas G triméricas y algunas proteinas asociadas a éstas
regulan la formacién del autofagosoma de forma dependiente de la actividad de
ERK 1/2 (Pattingre et al., 2003).

Las PI3Ks también regulan la autofagia, cuya activacion suele ser inductora,
excepto las de clase | que son inhibidoras, por tanto PTEN favorece la autofagia,
mientras que RAS participa en el control negativo como efector en la via de PI3K
(Arico et al., 2001; Furuta et al., 2004; Petiot et al., 2000). El factor de transcripcién
FoxO3, se ha descrito como necesario y suficiente para la inducciéon de autofagia
en el musculo esquelético (Mammucari et al., 2007), FoxO3 se encuentra al final
de la via de Akt, induciendo la transcripcién de muchos genes relacionados con la
autofagia, su efecto en la autofagia no lo revierte la rapamicina, lo que indica que

es independiente de la sefializacion de mTOR (Figura 11).

54



Introduccion

Aminoacidos Aian'adan a:ﬂ‘;ﬁ
extracelulares intracelulares
Ras ! }
.], Receptores? Gen2  Ca* Citosdlico
PI3K Clase 1 ¢ [
l olF20. -P J ATP
Akt J 1 AvP
J_ PTEN - AMF‘K
FoxO3
\ Rapamicina
HUQ‘H‘
ps34/Beclin 1 \ Autofagia
__#,GTP“E ———1 Inhibicién
ERK1/2 B

Figura 11. Modelo de las vias de sefializacion que regulan la autofagia. GTPase: Proteina de
unién al GTP trimérica. AMPK: proteina quinasa activada por AMP. elF2a: factor de iniciacion
eucariota 2a; ROS: especies reactivas de oxigeno. Adaptada de Eskelinen y Saftig, 2009.

1.4.5.3.Autofagia y cancer

Un déficit en la induccion de la autofagia contribuye al desarrollo del cancer (Bialik
y Kimchi, 2008). Se ha observado supresiéon monoalélica de Beclin 1 en un gran
numero de tumores de mama y ovario mientras que la sobreexpresién de Beclin 1
en lineas de cancer de mama incrementa la autofagia y disminuye el crecimiento
de estas células, ademés los otros componentes del complejo promotor de la
autofagia (beclin 1/Vsp 34), UVRAG y Ambra 1, también son genes supresores de
tumores (Figura 10); (Fimia et al.,, 2007; Liang et al., 2006). Por otro lado,
mutaciones en las proteinas protooncogénicas Bcl-2 y Bcl-XL inhiben la autofagia
y favorecen la progresion del cancer (Pattingre et al., 2005). Ocurre lo mismo con
la sobreactivacion tanto de RAS como PI3K que se encuentran desreguladas en

un gran namero de tumores (Braun y Shannon, 2008; Stokoe, 2005).
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1.5. Terapialipidica de membrana

Las membranas definen las células y sus organulos, participan en los procesos
celulares (bioquimicos, sefializacibn metabdlica, genéticos, detoxificacion,
organizacion, biosintesis, procesos liticos y de reciclaje) y limitan los distintos
espacios celulares donde se llevan a cabo estos procesos. La gran diversidad de
los diferentes tipos celulares en el cuerpo humano se refleja en la enorme variedad
de composiciones y estructuras de membranas (Yeagle, 2005). Cientos de
proteinas celulares interactian con la membrana a través de diferentes vias. Las
proteinas integrales (transmembrana) atraviesan la bicapa lipidica y su actividad
es sensible a los cambios en el ambiente lipidico (Lee, 2004). Las proteinas
periféricas se unen a las membranas de forma reversible y su actividad es
regulada por la organizacién de los lipidos de membrana (Vogler et al., 2004).
Ciertas proteinas se asocian a dominios de la membrana, como las caveolas que

resultaran en vesiculas de endocitosis, los lipid rafts o los sinaptosomas.

Se han descrito alteraciones tanto en el tipo como en los niveles de los lipidos que
componen la membrana en diversas patologias, por lo que seria viable desarrollar
terapias especificas basadas en la regulacion de la estructura lipidica de la
membrana. En este sentido se han realizado estudios que demuestran que los
diferentes tipos de lipidos y su abundancia relativa en la membrana celular pueden
controlar numerosas funciones y regular la actividad y la localizacién de proteinas
de membrana (Escriba et al., 1997; Escriba et al., 1995; Lee, 2004; Vogler et al.,
2004; Yeagle, 2005).

En este contexto, la terapia lipidica de membrana, es una estrategia innovadora
que se basa en la regulacién de la estructura de la membrana y en consecuencia
de la sefializaciéon celular (Escriba, 2006). Debido a que los lipidos de la
membrana participan en la sefializacion celular y pueden constituir receptores para
ciertos farmacos, sus efectos podrian estar asociados con la modulacién de las
propiedades fisico-quimicas de la membrana y por consiguiente, con la actividad
de proteinas implicadas en importantes vias de sefializacion celular (Martinez et
al., 2005b).

Por otro lado, cabe mencionar la potencial especificidad de la terapia lipidica de

membrana. Esta especificidad puede generarse por el grado de diversidad en la
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composicién, estructura y ordenamiento de los lipidos en las membranas
bioldgicas (Escriba, 2006)

Los farmacos que pueden considerarse potencialmente aplicables en la terapia
lipidica de membrana son aquellos que actian uniéndose a lipidos de membrana
(Martinez et al., 2005b). Esto contrasta con la quimioterapia convencional que se
basa en la interaccién de los farmacos con las proteinas, aunque en la mayoria de

casos lo que se pretende es regular la actividad de dicha proteina (Figura 12).

La variedad de tipos lipidicos y de estructuras de membrana generan un escenario
apropiado en el que se pueden disefiar terapias lipidicas de membrana. Para ello

se deben tener en cuenta diversas areas:
- Larelacion estructura - funcion de los lipidos
- Las interacciones entre proteinas y lipidos

- El papel de la estructura lipidica y de la proteina en la actividad celular y
procesos patofisioldgicos.

Figura 12. Terapias utilizadas en el tratamiento del cancer. El panel superior muestra células
patolégicas y el mecanismo de accién de la terapia. a) Quimioterapia convencional: el farmaco
interacciona con una proteina diana y modifica su actividad. b) Terapia lipidica: Los farmacos se
unen a la membrana, regulando su estructura y modulando la actividad de las proteinas unidas a
ellas. Modificada de Escriba 2006.
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1.5.1. Estructuralipidica de la membrana

La estructura de la membrana modula su organizacion lipidica y controla la funcion
proteica. Los estudios de las estructuras proteicas empezaron en 1930 (Perutz,
1992), sin embargo el estudio de la estructura lipidica de la membrana empez6
hace apenas 30 afios (Singer y Nicolson, 1972), lo cual ha retrasado el desarrollo
de terapias que tienen lipidos como diana. Existe una gran variedad de clases de
lipidos (fosfolipidos, esfingolipidos, lisofosfolipidos, isoprenoides, glicolipidos,
acidos grasos libres, ceramidas, triglicéridos, colesterol y ésteres de colesterol),
los cuales pueden ser divididos en subclases, y cada una de ellas comprende un

gran numero de tipos de lipidos.

Los lipidos de la membrana tienen propiedades fisicas diferentes (a veces incluso
entre la misma clase de lipidos), en términos de fluidez, area de la seccion
transversal, carga eléctrica, peso molecular y propension a formar fases no
lamelares. Los lipidos no estan unidos covalentemente a la membrana sino que
interactian dinamicamente para formar uniones transitorias cuya estabilidad
puede variar (Vereb et al., 2003), lo que contribuye a la complejidad del estudio
estructural. Ademas los lipidos de membrana presentan polimorfismo, es decir,
pueden existir una gran variedad de diferentes estructuras supramoleculares
organizadas. El nimero de estructuras secundarias posibles formadas por lipidos
es mucho mayor que el de las formadas por proteinas y acidos nucleicos (Figura
13).

La fase lamelar (bicapa lipidica) es el agrupamiento mas usual entre los lipidos en
las células y se han descrito bastantes tipos de estructuras lamelares. La fase
lamelar fluida (también llamada L, o liquida cristalina) es la estructura mas
abundante en las membranas celulares. En estas estructuras la cadena
hidrocarbonada del lipido tiene un alto nivel de movilidad. Bajo diferentes
condiciones, los lipidos se pueden organizar en mas tipos de estructuras
lamelares, como las fases Lg (gel), mas empaquetadas o Lc (pseudo cristalina)
(Yeagle, 2005). Los lipid rafts forman dominios definidos |, (liquido-ordenado)
(Aussenac et al.,, 2003). En las fases |,, las cadenas hidrocarbonadas de los
lipidos se extienden y se empaquetan fuertemente como en la fase gel, pero

tienen un grado muy alto de movilidad lateral. En las regiones con estructura I, se
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asocian proteinas como la subunidad Ga de las proteinas G donde interactdan y
regulan proteinas efectoras como la adenilil ciclasa (Oh y Schnitzer, 2001; Vogler
et al., 2004)

Figura 13. Polimorfismo lipidico. La adicion de lipidos con forma de cilindro, como la
fosfatidilcolina, da lugar a una monocapa que en un ambiente acuoso tiende a organizarse en
una estructura bicapa para estabilizar las regiones hidrofébicas de los fosfolipidos. Los lipidos
como el diacilglicerol y la fosfatidiletanolamina, con cabezas polares pequefias, tienen una forma
de cono truncado. Cuando estos lipidos se agregan forman fases no lamelares invertida (fase
hexagonal H; y clbica). Los lipidos con una cabeza polar grande tienden a formar fases no

lamelares como H, y Micelas.

En células sanas las estructuras no lamelares son infrecuentes, aunque la
presencia de estas estructuras o la propension de las membranas a adoptarlas
estan asociadas a importantes funciones celulares como por ejemplo en procesos
de fusién y fisibn de membranas (Cullis et al., 1986). La presencia de algunos
lipidos con propensiéon a formar estructuras no lamelares en las membranas
biolégicas regulan las propiedades de la bicapa. Por ejemplo la
fosfatidiletanolamina, incrementa la propension a formar fases no lamelares
(curvatura negativa), que es necesaria para algunos procesos de sefializacion
celular (Vogler et al., 2004).

Un aspecto importante de las membranas biologicas es la existencia de

asimetrias. En la bicapa lipidica, la monocapa interna y externa tienen una
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composicion lipidica diferente. Por un lado, la monocapa citosdlica contiene altos
niveles de fosfatidilserina y forfatidiletanolamina, mientras que la monocapa
extracelular es rica en fosfatidilcolina y esfingomielina (Verkleij et al., 1973).
También se encuentra asimetria lateral en tipos celulares polarizados como las
células epiteliales, endoteliales, y algunas células glandulares como las células
acinares que tienen una membrana basal, lateral y apical con una composicion
lipidica y proteica definida. Cuando estas regiones son pequefias nos referimos a
ellas como dominios de membrana. Algunos dominios de membrana como las
caveolas, invaginaciones, agrupaciones de receptores o de canales, sinaptosomas

y lipid rafts, han sido bien descritos (Bagatolli et al., 2010).

Algunos de estos dominios son estables como los sinaptosomas, mientras que
otros son transitorios o moviles, como los lipid rafts (Baumgart et al., 2003; Vereb
et al., 2003). Por tanto los lipidos y las estructuras que estos forman, son diversas
y proveen de un aspecto especial a las membranas que son necesarias para

mantener numerosas funciones celulares.

1.5.2. Estructuralipidicay funcidén celular

Los lipidos de membrana estan implicados en funciones celulares cruciales que
justifican la presencia de los diferentes tipos de lipidos presentes en la membrana.
Su regulacién y la adaptacién a los cambios del medio denotan su relevancia en la
fisiologia celular. Una caracteristica biofisica de la membrana, es la fluidez, que
estd intimamente relacionada con la actividad de importantes proteinas (Vessey y
Zakim, 1974). Los lipidos de membrana no son las Unicas moléculas que influyen
en la estructura de la membrana, las proteinas que interactian con la membrana
pueden también modular la estructura lipidica secundaria, regulando las
propiedades locales de las bicapas lipidicas, por ejemplo las regiones
transmembrana de los receptores de membrana y las porciones isoprenil de las
subunidades Gy de las proteinas G incrementan la propension de las membranas
a la fase no lamelar (Chen y Manning, 2001; Funari et al., 2005). Ademas estas y
otras modificaciones co/post-traduccionales (miristoilacion y palmitoilacion)
parecen ser relevantes en las interacciones con las membranas (Chen y Manning,
2001). La propension a formar fases no lamelares puede regular la actividad de la

sefializacion de varias proteinas como los adrenoreceptores a,ap, proteinas G,
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adenilil ciclasa y la proteina quinasa C (PKC), asi como en la fusion y la fision
celular (Alemany et al., 2004; Yang et al., 2003; Yang et al., 2005).

1.5.3. Modulacién de la estructura de la membrana lipidica

La participaciéon de los lipidos de membrana en las actividades celulares indica
que puede haber dianas para farmacos cuyos efectos farmacoldgicos estén
asociados con la modulacién de las propiedades fisicoquimicas de las
membranas. Numerosos estudios han mostrado que la relacién estructura-funcién
gue controla la actividad de las proteinas también es aplicable a los lipidos de
membrana (Vereb et al., 2003; Yang et al., 2005). Un ejemplo de la relacion
estructura-funcion en los lipidos la encontramos en los acidos grasos de dieciocho
carbonos. Mientras que la insaturacion cis del &cido oleico incrementa la
propension a la fase no lamelar H;, su analogo con insaturacion trans, el acido
elaidico, no altera significativamente la estructura de la membrana. El
comportamiento del 4cido elaidico es préximo al del acido esteérico (acido graso
saturado). Otro ejemplo es el acido oleico que altera la actividad de las proteinas
de sefializacion de la membrana, pero no el acido elaidico ni el acido estearico,
(Yang et al., 2005). Por tanto las diferencias en estructura molecular son mas
importante que las diferencias quimicas en la regulacion de la estructura de la
membrana (Funari et al., 2003; Prades et al., 2003).

1.5.4. Terapia lipidica de membrana en el tratamiento de patologias

humanas

Existen numerosos estudios sobre los efectos de algunos lipidos de la dieta o de
ciertos farmacos (anestésicos y alcoholes) en la estructura de la membrana y en
su funcion (Frangopol et al., 2001; Ruiz-Gutierrez et al., 1996), pero los lipidos no
han sido nunca considerados como dianas para el desarrollo de farmacos. Se ha
observado que el tipo y/o la composicion de de los lipidos de membrana pueden
estar alterados en diversas patologias.

Algunas enzimas, GPCRs y proteinas relacionadas, interactian con las
membranas y pueden ser moduladas por terapias lipidicas especificas. La terapia
lipidica de membrana podria tener un gran potencial en el tratamiento de muchas

patologias, entre ellas las cardiovasculares, como la hipertensién, aterosclerosis,
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enfermedades coronarias, integridad de los vasos sanguineos y trombosis
(Escriba et al., 2003; Luostarinen et al., 1993; Perona y Ruiz-Gutierrez, 2005). En
este contexto, el acido oleico incrementa la propension a formar fases H; en la
membrana regulando la actividad de los GPCRs, proteinas G y efectores que
controlan la presion sanguinea que se encuentran alterados en sujetos
hipertensos. Sin embargo, el acido estearico y el acido elaidico, no inducen
efectos similares (Funari et al., 2003; Prades et al., 2003; Yang et al., 2005). Por
tanto un alto consumo de trioleina, que contiene un elevado porcentaje de &cido
oleico, estd asociado a una disminucién del desarrollo de patologias
cardiovasculares (Ruiz-Gutierrez et al., 1996; Teres et al., 2008). En este contexto,
el &cido 2-hidroxioleico (20HOA, Minerval), un analogo estructural del acido oleico
(con la misma estructura y configuracién cis que el acido oleico, pero al que se le
ha afiadido un grupo hidroxilo en el carbono o de su cadena hidrocarbonada)

(Figura 14) presenta un importante efecto hipotensor (Alemany et al., 2004).

Figura 14. Estructura del acido oleico y del acido 2-hidroxioleico (Minerval).

También se han observado alteraciones en la composicion de la membrana
lipidica de diferentes tipos celulares en sujetos obesos (Younsi et al., 2002). Estas
modificaciones lipidicas inducen cambios en la actividad de las proteinas de la
membrana (Faloia et al., 1999).

62



Introduccion

Después del tejido adiposo, el tejido neuronal es el segundo tejido con mas
cantidad de lipidos. La lipoproteina Apo E (abundante en el cerebro) influye en la
composicion lipidica de los lipid rafts de la membrana. Las anormalidades en la
proteina Apo E de pacientes con Alzheimer provoca cambios en la sefalizacién
celular debido a alteraciones en composicion lipidica de la membrana (Lane y
Farlow, 2005). Estos cambios dan lugar a alteraciones de las propiedades
fisicoquimicas y de la sefializacién de la actividad de las proteinas que son
relevantes en la etiologia de la enfermedad (Chauhan, 2003; Micelli et al., 2004).
También se ha observado que los cambios en la composicion lipidica de la
membrana regulan las interacciones lipido-proteina y la toxicidad de los péptidos
B-amiloides (Arispe y Doh, 2002). Por tanto, las dietas suplementadas con
fosfolipidos y acidos grasos tienen efectos beneficiosos en el estado mental de los
pacientes con Alzheimer y en modelos animales de envejecimiento (Barcelo-
Coblijn et al., 2003; Crook et al., 1992).

Los lipidos de membrana también estdn involucrados en enfermedades
infecciosas. Los lipid rafts son usados como plataformas por microorganismos que
infectan células humanas (Grassme et al., 2005). El NK-2 es un péptido
hidrofébico utilizado como antibiético que se une a la membrana regulando la
estructura de la misma y eliminando las bacterias pero no las células humanas
debido a la diferente composicién y /o estructura de las células eucariotas y
procariotas (Willumeit et al., 2005). En este sentido se podrian aplicar diferentes
terapias lipidicas para combatir enfermedades infecciosas o para vencer la

resistencia a los antibiéticos convencionales.

Ensayos clinicos y con animales de experimentacién, indican que los acidos
grasos Omega-3 podrian tener propiedades antiinflamatorias y podrian ser Utiles

en la inflamacion, el asma u otras enfermedades autoinmunes (Simopoulos, 2002).

1.5.4.1.Terapia Lipidicay Cancer: Minerval y su efecto antitumoral

Como se describe en el apartado 1.1, las células tumorales se caracterizan por
tener diversas alteraciones en las sefiales celulares, que dependeran del tipo de
cancer y del paciente. Existen una gran variedad de moléculas implicadas en el
control de la proliferacion celular y en la supervivencia y muchas de ellas son

proteinas asociadas a la membrana (Apartado 1.5.2). Se han observado
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alteraciones en los niveles de los lipidos de membrana de los pacientes con
cancer (Hendrich y Michalak, 2003; Mikirova et al., 2004) y en células resistentes a
la quimioterapia (Escriba et al., 1990). Existen farmacos y moléculas
anticancerigenas cuya actividad esta asociada a una alteracién de la estructura de
los lipidos de membrana, como por ejemplo la daunorubicina y el hexamethylen
bisacetamida (HMBA), que alteran la propensién a formar fases no lamelares en
las membranas (Escriba et al., 2002; Escriba et al., 1995). La Edelfosina y la
Miltefosina también tienen como diana las membranas celulares (Jendrossek y
Handrick, 2003). Se ha observado que en algunos casos, las células resistentes a
farmacos presentan alteraciones en la composicion lipidica o en las propiedades
de la membrana (Hendrich y Michalak, 2003). En los estudios realizados por Ramu
y colaboradores con células de leucemia murina se observé que las células que
presentaban resistencia a la doxorubicina presentaban menos fluidez en su
membrana debido a un cambio en la ratio fosfatidilcolina/esfingomielina de su
membrana plasmatica (Ramu et al., 1984).

El desarrollo de nuevos farmacos anticancerigenos que tienen como diana la
membrana celular se basa en el conocimiento de que las antraciclinas muestran
actividad citotéxica sin necesidad de entrar en la célula, debido a su interaccion
con la membrana plasmatica (Escriba et al., 1990; Triton y Yee, 1982). Estos
farmacos son capaces de modificar las sefiales asociadas a PKC y los GPCRs
mediante la regulacién de la estructura de la membrana (Escriba et al., 1995). En
este contexto el Minerval se presenta como un potencial nuevo farmaco

antineoplasico.

En estudios anteriores de nuestro grupo de investigacion, se observaron diferentes
mecanismos de accion del Minerval segun la linea celular tratada. En algunas de
lineas celulares tumorales estudiadas, el Minerval desencadena la maquinaria
apoptética, mientras que en otras se ha observado la inhibicién de la proliferacion
celular ElI Minerval no indujo efectos antiproliferativos, proapoptéticos ni ningun
otro tipo de efecto citotdxico en la linea IMR90 de fibroblastos no tumorales (Llado
et al., 2010). El Minerval tiene una ICs, para las células tumorales de entre 50-200
UM mientras que la ICs para fibroblastos sanos (IMR90) es de méas de 5000 uM

(Llado et al., 2010). También se ha observado la falta de efectos histopatoldgicos
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en tejidos normales de ratas tratadas a altas dosis de Minerval (Martinez et al.,
2005b)

La actuacién del Minerval podria estar ligada a la regulacién de la composicién y la
estructura de la membrana plasmaética, en la cual se uniria a los lipidos y regularia
su estructura, induciendo madificaciones en su composicién como el aumento de
los niveles de esfingomielina (Barcelo-Coblijn et al., 2011). Algunos de estos
efectos implican la interaccidn entre el Minerval y proteinas como ocurre con la
esfingomilelina sintasa (SMS). E resultado de dicha interaccién es un aumento
marcado de la esfingomielina en la membrana (Barcelo-Coblijn et al., 2011). Estos
cambios en la composicién lipidica de la membrana, dan lugar a modificaciones en
la localizacion y actividad de proteinas de sefalizacion periféricas (Martinez et al.,
2005b). En células de cancer de pulmén no microcitico humano A549, tratadas
con Minerval, se observa un descenso en los niveles de ciertas ciclinas y CDKs y
la hipofosforilacién de la pRb, la cual permanece unida a E2F-1 inhibiendo la
activacion transcripcional de muchos genes en el crecimiento celular (Martinez et
al., 2005a). En este sentido se ha observado que la inhibicién de la proliferacion
celular provocada por el Minerval, esta relacionada con la inhibicion de la proteina
DHFR, una enzima crucial para la sintesis del ADN y por tanto de la proliferacion
celular (Llado et al., 2009).

La traslocacion de PKC a la membrana, la inhibicion de la expresion de E2F-1
(Martinez et al., 2005a; Martinez et al., 2005b), la silenciacion de DHFR (Llado et
al., 2009) son algunos de los mecanismos de accion propuestos para el
funcionamiento del Minerval, que desencadenarian respuestas como la apoptosis

o la parada del ciclo celular.
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Materiales y Métodos

2.1. Cultivo celular

Las distintas lineas celulares utilizadas en los estudios (Tabla 2), se adquirieron de
la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC) a través de Sigma-Aldrich
Co (St Louis, MO), con excepcion de la linea celular SF-767 obtenida en el Brain

Tumor Research Center Tissue Bank (San Francisco, CA).

Las distintas lineas celulares, se cultivaron en el medio indicado en la Tabla 2,
suplementadas con un 10% de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich Co, St Louis,
MO), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina (PAA Laboratories
GmbH, Austria) y un 1% de aminoacidos no esenciales (Sigma-Aldrich Co,St

Louis, MO) en el caso de ser requeridos.

El cultivo de las lineas celulares se realizé en condiciones de esterilidad en una
cabina de flujo vertical (Telstar S.A., Terrassa, Espafia) y se mantuvieron en un

incubador de células a 37°C, 5% de CO, y una humedad relativa del 95%.

Tabla 2. Lineas celulares utilizadas

Linea celular Origen de la linea Mutaciones Med|9 de
cultivo
! CDKN2A, CDKN2a (p14),
A549 Adenocarcinoma pulmonar KRAS, SMARCA4, STK11 RPMI 1640
SF-767 Glioma de grado IlI RPMI
MRC5 Fibroblastos embrionarios humanos de DMEMSE

pulmén

§ El medio DMEM se suplement6 con un 1% de aminoacidos no esenciales.

2.1.1. Tratamientos Celulares

Las células se cultivaron en monocapa con una densidad de 1-10* células/cm?® 24
horas antes de aplicar los tratamientos con Minerval. La duracion de los
tratamientos oscilé entre 3 y 96 horas dependiendo de cada experimento. Las
concentraciones de Minerval que se utilizaron variaron entre 150 y 200 uM para
los experimentos de sefializacion y de entre 50 y 1000 uM para los experimentos

de viabilidad celular.
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2.1.1.1.Ensayos de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular, se llevaron a cabo mediante el ensayo del MTT
(bromuro de metiltiazolildifenil-tetrazolio), que se basa en la reduccién mitocondrial
del reactivo MTT, que da lugar a un precipitado cuya densidad Optica es
directamente proporcional al nimero de células sembradas. Se sembraron 1-10*
células/cm? en placas de 96 pocillos y se trataron con concentraciones crecientes
de Minerval (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 750 y 1000 pM)
durante distintos tiempos (3, 6, 12, y 24 horas). Una vez transcurrido este tiempo
se descarto el medio y se afiadié medio fresco con un 0,5% de reactivo MTT con
el que se incubaron las células de 45 a 120 minutos. Una vez formados los
cristales violetas en el interior de las células, se descartd el medio y se disolvieron
los cristales con DMSO dejando la placa en agitacién suave durante 10 minutos.
Posteriormente se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 590 nm
corregida a 650 nm en un lector de placas (FluoStar Omega, BMG Labtech,

Alemania).

2.1.1.2.Analisis de la sefalizacion celular

En los experimentos de analisis de la sefializacién celular, las células se
mantuvieron deprivadas en un medio sin suero que contenia un 0,1% de BSA
(Albumina sérica bovina) durante 12 horas. Los tratamientos con Minerval se
administraron con este mismo medio al que se afiadi6 EGF a una concentracién
de 30 nM (R&D Systems, Reino Unido) durante 15 minutos. A continuacidn, fueron

lavadas con PBS a 4°C y recogidas para su procesamiento.

2.2. Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones machos inmunodeprimidos NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™
(Laboratorios Charles River, Francia) de 4-6 semanas de edad y con un peso

comprendido entre 25-30 gramos.

Los animales se mantuvieron en jaulas de plastico (no mas de 7 animales por
jaula), en un armario (EHRET, Labor_U_Pharmatechnik) con temperatura
constante de 28°C, una humedad relativa de entre el 40 y el 60% y ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas. Jaulas, agua, serrin y comida se esterilizaron mediante
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autoclavado. En todo momento recibieron una dieta estdndar con pienso y agua
ad libitum. Las condiciones de manipulacion y trabajo se realizaron siempre en un

ambiente estéril.

2.2.1. Tratamiento de los animales

En funcién de las condiciones experimentales se establecieron dos grupos de

animales:
a) Animales tratados con el vehiculo (Control).
b) Animales tratados con los compuestos indicados en la Tabla 3.

Tabla 3. Administracion y posologia de los farmacos utilizados

Posologia/ Via
Farmaco Dosis de Vehiculo Tipo celular
administracion

Cisplatino 100mg/Kg 72 h (i.p.) Suero Fisiolégico A549
Erlotinib 30 mg/Kg 24 h (p.o.) Agua A549
Minerval 600mg/Kg 24 h (p.o.) Trioleina A549, SF-767
Temozolomida 80mg/Kg 24 h (p.o.) Agua SF-767

(p.0.): via oral. (i.p.): via intraperitoneal.

Los distintos grupos de animales se trataron por via oral (p.0.) o via intraperitoneal
(i.p.) con los distintos principios activos descritos en la Tabla 3, de forma crénica

cada 24 horas durante 50 dias.

Tras los tratamientos, los animales se sacrificaron por decapitacion. Los tumores,
fueron rapidamente diseccionados sobre hielo, introducidos en viales estériles,
congelados en nitrégeno liquido y conservados a -80°C hasta el momento de su
utilizacion. Las muestras destinadas al estudio histologico se conservaron en

paraformaldehido al 4%.

Todos los protocolos fueron revisados y aprobados de acuerdo con el Comité
Institucional de Investigacién Animal (Comisién de Bioética de la Universitat de les

Illes Balears).
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2.2.2. Inoculacion subcutanea de células tumorales y medicion del

tumor

Las células de la linea tumoral objeto de estudio se cultivaron en placas de 150
mm de diametro (condiciones descritas en la Tabla 2) hasta una confluencia del
80-90%. Para recoger las células se eliminé el medio por aspiracion y se hizo un
lavado con PBS (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 12 mM de Na,HPO,, 1,38 mM
de KH,POy, pH 7,4) y se incubaron 5 minutos a 37°C con 0,5% de tripsina (Sigma-
Aldrich Co, St Louis, MO) y 0,8% de EDTA disueltos en PBS. Se recogieron las
células por aspiracion, se afiadieron al medio de cultivo correspondiente y se
centrifugaron 5 minutos a 600 xg. Se desechdé el sobrenadante y se
resuspendieron en un volumen conocido de medio para determinar la densidad de
células viables en la suspensién mediante tincidon con azul tripan (Sigma-Aldrich
Co St Louis, MO) y conteo en una camara de Birker. Se calculd el nimero de

células viables por volumen conocido y se resupendieron en medio sin completar.

Para el desarrollo de modelos de xenotrasplantes de tumores humanos, se
inyectaron 7,5 millones de células objeto de estudio de forma subcutanea (s.c.)
con una aguja de calibre 25G a cada ratén, en un volumen de 150 pul de medio sin

completar.

El tumor se indujo aproximadamente entre 5 y 7 dias después de la inoculacion
dependiendo del tipo celular. Se comenzaron los tratamientos cuando el tumor
presentaba un volumen entre 5y 7 mm?®. El desarrollo del tumor se midi6 de dos a

tres veces por semana con un pie de rey digital.
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Los volumenes del tumor se calcularon mediante la siguiente férmula (Barbacci et
al., 2003):

Volumen (mm?®)= (A% x L)/2

Donde A es la anchuray L es el largo del tumor

2.2.3. Inoculacién intracraneal de células de glioma humano SF-767

Para el desarrollo de un modelo ortépico de glioma humano, se inocularon
200.000 células SF-767 en un volumen total de 3 pl en cerebros de ratones
inmunodeprimidos mediante estereoataxia, un sistema tridimensional de ejes y
coordenadas espaciales que permiten buscar puntos especificos en el cerebro del
ratén (Athos y Storm, 2001).

El aparato de estereoataxia consiste en un soporte en el que se coloca al animal y
en el que se le inmoviliza mediante unas barras de acero que se introducen en el
pabellén auricular y una abrazadera donde se fijan los incisivos (Panlab S.L.U,
Cornella, Espafia). El resto del aparato estd compuesto por dos brazos metalicos
en los que se encuentran los ejes graduados, y en los cuales se acoplan por un
lado el trepanador para realizar el orificio en el craneo del ratén y en el otro brazo
se acopla una cénula que va unida una jeringuilla de 10 ul (Hamilton Bonaduz AG,
Switzerland) con la que se inocularon las células. El aparato de estereoataxia y el
material de cirugia fue desinfectado previamente con un desinfectante de alto nivel

(Instrunet esporicida, Lab. Inibsa, Barcelona Espafia).

Los animales se anestesiaron con una mezcla de Clorhidrato de Ketamina
(Imalgene 1000, Merial Laboratorios S.A., Barcelona, Espafia) y Xilacina
(Xilagesic, Laboratorios Calier S.A., Barcelona, Espafia) con una dosis de 100 y 10
mg/Kg respectivamente por via intraperitoneal i.p. Posteriormente, se realizé una
incision sobre la piel del craneo de los ratones anestesiados e inmovilizados. Con
un atlas (Paxinos, 2001) se seleccionaron las coordenadas deseadas, situadas en
el hemisferio derecho. Las coordenadas vienen dadas como distancias

tridimensionales en mm (x,y,z) a dos puntos de referencia, facilmente identificables
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en el cerebro del ratén, como son bregma y lambda. Tomamos como referencia el
punto bregma, formado por la interseccién de la sutura sagital y la coronal. Las

coordenadas que seleccionamos fueron las siguientes (Figura 15):

¥

e

=

=
Pt et g

Bregma 0.5 mm

Figura 15. Coordenadas seleccionadas para la implantacion de células tumorales SF-767
en cerebros de ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™. +0,5 mm R/C (Rostro-Caudal), -
1,75 mm M/L (Medio-Lateral), -3mm D/V (Dorso-Ventral)

Una vez identificado el punto Bregma, se anotaron las coordenadas y se movié el
trepanador la distancia necesaria para llegar a nuestro punto de inyeccion, es
decir, 0,5 mm en sentido rostral y -1,75 mm en sentido lateral, para inocular las
células en el hemisferio derecho. En este punto, se realizé un orificio en el craneo
con cuidado de no perforar el cerebro, donde se introdujo una canula acoplada a
la jeringa 3 mm de forma ventral y se procedid a la inoculacion de las células
manteniendo una velocidad constante. Posteriormente se tapond la herida con un
pequefio aposito de celulosa oxidada regenerable (Ethicon, Inc. Norderstedt,
Alemania) y se suturé con hilo de seda trenzada 5/0 (Laboratorios Arago,
Barcelona, Espafia). Durante los dos dias anteriores y posteriores a la intervencion
se administr6 en el agua de bebida 40 mg/Kg de Ibuprofeno (Dalsy, Abbot
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Cientifica S.A., Madrid, Espafa) para inducir analgesia antes de la intervencion y

evitar el dolor post-quirdrgico en los animales.

Dos dias después de la intervencion, se trataron los distintos grupos de ratones
via oral cada 24 horas durante 43 dias. Se establecieron tres grupos de
tratamiento, el grupo Control al que se le administré el vehiculo, el grupo tratado
con Minerval y otro con Temozolomida a las dosis y posologias indicadas en la
Tabla 3. Al finalizar el tratamiento los animales fueron sacrificados y se obtuvieron

sus cerebros como muestras objeto de estudio.

2.2.3.1.0btencién de las muestras de cerebro inoculado con células SF-
767

Para su caracterizaciobn inmunohistoquimica y posterior observacion al
microscopio Optico, los cerebros se fijaron con paraformaldehido al 4%. Los
animales fueron sacrificados mediante el método de la perfusién intravascular, ya
gue con este método se estabilizan las proteinas del cerebro y se preservan los

tejidos.

Se realizd una incisién en el ratén anestesiado y manteniendo sus constantes
vitales, en la linea media del abdomen hasta el corazon. Se realizé una puncion en
el ventriculo izquierdo del corazén con una aguja con palomilla (valu-SeTy 23G,
0,75 IN, 0,6x20 mm) acoplada a una jeringa de 20 ml. Con unas tijeras se realizé
un pequefio corte en la auricula derecha para evitar el exceso de presion,
permitiendo la salida de la circulacién de retorno. En primer lugar se administré
una solucion de suero salino (0,9% NaCl) con un 0,7% de Heparina sodica (Mayne
Pharma S.L., Madrid, Espafia) durante 5 minutos a una velocidad de 3 ml/minuto.
Posteriormente se administré la solucion fijadora (Paraformaldehido al 4% en
tampdn PB 0,1 M -NaH,PO, 20 mM, Na,HPO, 80 mM- pH 7,4) durante 20 minutos

hasta obtener rigidez en las extremidades superiores y el cuello del raton.

Una vez se fijaron los tejidos se disecciond el cerebro del animal y se guard6 en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Después las muestras se conservaron

en la solucion PB 0,1 M a 4°C hasta su inclusién en parafina.
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2.2.4. Marcaje v deteccion de proteinas en modelos animales de

cancer humano

Se marcaron in vivo la enzima Glutamina Sintetasa y el receptor EGFR en ratones
inmunodeprimidos inoculados subcutdneamente con células SF-767 o A549,

respectivamente.

Para el marcaje de la proteina Glutamina Sintetasa, se conjugd un anticuerpo
monoclonal anti Glutamina Sintetasa obtenido en conejo (Abcam, Cambridge, UK)
a una concentracion de 1 mg/ml con el Kit de marcaje de proteinas IRDYE 800CW
Protein Labeling Kit-High MW (Li-Cor, Lincoln, Nebraska USA) segun las

instrucciones del fabricante.

Para el marcaje del EGFR, se utilizé la sonda comercial IRDye 800CW EGF
Optical Probe (Li-Cor, Lincoln, Nebraska USA).

En ambos casos se inyectaron 50 ul de la sonda fluorescente en la vena caudal
del raton. Cuatro dias (96 horas) después, los ratones se anestesiaron via i.p. con
una mezcla de Ketamina/Xilacina 100/10 mg/kg, respectivamente y se escanearon
a unas longitudes de onda de 680 y 800 nm con un escaner de infrarojos Odyssey
(Li-Cor, Lincoln, Nebraska USA) para detectar el marcaje fluorescente de la

Glutamina Sintetasa y el EGFR.

2.3. Estudios regulatorios de toxicidad in vivo e in vitro

Se llevaron a cabo los estudios preclinicos de seguridad farmacolégica in vivo:
Test de Irwin, test de funcién respiratoria, test de seguridad cardiovascular,
toxicidad oral aguda, dosis maxima tolerada, NOAEL toxicocinética y seguridad
farmacolégica y determinacién toxica. También se llevaron a cabo estudios
preclinicos de seguridad farmacolégica in vitro como: el test de mutacion reversa
bacteriana, test de aberracion cromosémica, test de microndcleos en médula de

raton y el test de seguridad farmacolégica HERG.

Los estudios se llevaron a cabo por la empresa RCC CIDA/ Laboratorios Harlan
(Barcelona, Espafia) para Lipopharma Therapeutics segun los requerimientos de
las siguientes normativas: Comisién Directiva 2003/63/ del 25 de junio del 2003,

enmienda de la Directiva 2001/83/Ec, cddigo relativo a productos medicinales para
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el consumo humano del Parlamento Europeo y el Concilio de la Comunidad. Los
estudios se llevaron a cabo de acuerdo con las Buenas Practicas de Laboratorio
(BPL) especificadas en el Real Decreto 1369/2000 y la directiva 2004/10EC del
Parlamento Europeo del 11 de febrero del 2004. Los estudios in vivo se llevaron a
cabo en modelos animales de raton CD-1, ratas wistar y perros Beagle

(Laboratorios Harlan, Barcelona, Espafia)

2.4. Citometria de Flujo

El andlisis del ciclo celular se realiz6 mediante citometria de flujo. Las células se
trataron 48 horas con Minerval, se lavaron con 1X PBS y se recogieron en tripsina-
EDTA en tubos estériles de 5 ml donde se centrifugaron a 600 xg. Se lavo el
precipitado con PBS 1x y se volvid a centrifugar obteniendo el pellet celular.
Posteriormente las células se fijaron con etanol al 70% a 4°C que fue afiadido gota
a gota mientras se agitaban las muestras suavemente. Una vez fijadas, se
incubaron durante al menos una hora a 4°C. Posteriormente se lavaron con una
solucién de citrato sddico 38 mM pH 7,4 y se centrifugaron a una velocidad de
1250 xg, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en un tampén
compuesto de citrato de sodio 38 mM pH7.4, ioduro de propidio a una
concentraciéon de 50 ug/ml y 5 ug/ml de ARNasa A (Sigma-Aldrich Co, St Louis,
MO) donde se incubaron a 37°C durante 20 minutos. Finalmente se analizaron en
un citbmetro de flujo Beckman Coulter Epics XL (Beckman Coulter S.A, Madrid,
Espafia). Las poblaciones celulares de las diferentes fases celulares del ciclo
(Sub-G1, GO0/1, S y G2/M) se determinaron segin su contenido de ADN con el
programa WinMDI 2.9 (Verity Software House, Topsham, ME).

2.5. Deteccion y cuantificacion de proteinas mediante

técnicas inmunoldgicas (Western Blot)

Para la deteccién y cuantificacion de proteinas, en tumores de ratén y en cultivo
celular, se realiz6 la técnica de deteccion inmunoldgica, Western Blot. Tras la
separacion de las proteinas presentes en las muestras por electroforesis en geles
de acrilamida, se identificaron y cuantificaron las proteinas de interés con los

anticuerpos especificados en la Tabla 4.

77



Materiales y Métodos

2.5.1. Extraccion de proteinas de tumores de ratén

Tras su descongelacion, los tumores se trocearon y se pulverizaron en un mortero
de porcelana utilizando N, liquido. El proceso de preparacion de homogenado total
y obtencién de las proteinas totales, se llevd a cabo a 4°C en tubos de
polipropileno. Las proteinas totales fueron obtenidas mediante la homogenizacién
del tejido del tumor con una relacion P/V 1:10 en un tampdn de extraccién (Tris-
HCI 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, MgCl, 2 mM, 1% SDS, PMSF 1
mM, lodoacetamida 5 mM, Cantaridina 1 mM y Ortovanadato Sédico 1 mM,
(Sigma-Aldrich Co ,St Louis, MO). El tejido se homogenizé durante 4 ciclos de 5
segundos con una amplitud del 20% en un sonicador Braun Labsonic U (Braun,
Melsungen, Alemania). Posteriormente se centrifugd a 1000g durante 15 minutos a
4°C y se recogi6é el sobrenadante el cual se preparé para la determinacién y

cuantificacién de proteinas. Se obtuvieron concentraciones de proteinas de entre 5

y 20 pg/uL.

2.5.2. Extraccion de proteinas celulares de cultivos in vitro

Se recogi6é el medio de cultivo y se centrifugé para recuperar las células del
sobrenadante. Después se lavaron las placas con PBS a 4°C y se afiadio el
tampodn de extraccion a la placa de cultivo donde se recogieron las células con un
descamador y se combinaron con el sobrenadante anterior. Posteriormente se

sonicaron durante dos ciclos de 5 segundos a una amplitud del 20%.

La separacién de nulcleos y citoplasma se realizo con el kit Nuclear extraction Kit

(Active Moatif, Reino Unido) segun las instrucciones del fabricante.

2.5.3. Determinacién del contenido proteico de las muestras

La determinacién del contenido proteico de las muestras se llevé a cabo utilizando
el método del acido bicinconinico (BCA) segln las instrucciones del fabricante
(Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA). Este método se basa en la
reduccién del Cobre (de cu™ a Cu“) por las proteinas en un medio alcalino.
Cuando el acido bicinconinico reacciona con el Cobre | da lugar a un intenso color

purpura que absorbe luz a 562 nm (Smith et al., 1985).
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De forma alternativa se utilizé el método de cuantificacion de proteina RC DC (Bio-
Rad, Barcelona, Spain), un método colorimétrico utilizado para la determinacion de
proteinas en presencia de agentes reductores y detergentes. Este método se basa
en la modificacién del método Lowry que se basa en la reduccion del reactivo folin

fenol y la absorbancia se detecta a 750nm (Lowry et al., 1951).

Los valores proteicos se obtuvieron por interpolacion de sus valores de
absorbancia sobre la curva patrén realizada con conocidas concentraciones de

albumina sérica bovina (BSA) (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)

2.5.4. Deteccion inmunolégica: electroforesis e inmunoblot

Para la deteccion inmunoldgica de las proteinas de interés, se utilizé la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, también denominada SDS-
PAGE (del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel, electrophoresis)
(Laemmli, 1970). Es la técnica electroforética mas cominmente utilizada para el
analisis de proteinas, debido a la capacidad del detergente aniénico SDS de
solubilizar, disociar y desnaturalizar la mayoria de proteinas oligoméricas, dando
lugar a cadenas polipeptidicas UGnicas que migran hacia el anodo durante la
electroforesis y su separacién depende Unicamente de su masa molecular. La
concentracion de acrilamida en el gel determina el rango de separacion de las

proteinas en la electroforesis SDS-PAGE.

Se utilizaron geles con dos zonas diferenciadas: la zona en la que se concentran
las muestras denominada gel de concentracion (4% de acrilamida-bis-acrilamida,
166 mM de Tris HCI, pH 6,8, 0,1% de SDS, 0,3% de persulfato amdnico y
0,0005% de N,N,N',N- tetrametiletienodiamina) y el gel de separacion
compuesto por 7-12% acrilamida-bis-acrilamida, 1 M de Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% de
SDS, 0,1% de persulfato aménico y 0,0008% de N,N,N’,N-
tetrametiletilenodiamina). Esta concentracion de proteinas es adecuada para

separar proteinas que se encuentran en un intervalo de entre 10 y 200 KDa.

De los homogenados totales obtenidos de los tumores de ratdén y de proteinas de
cultivos celulares, se separaron 20 ul que se utilizaron para la determinacion de
proteinas totales segun el método BCA. El resto de cada una de las muestras se

mezcld con el tampdn de carga de electroforesis 10X (120 mM de Tris-HCI pH
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6.8, 10% de B-mercaptoetanol, 2% de SDS, 0,1% de azul de bromofenol, 50% de
glicerol). Finalmente, las muestras se hirvieron durante 5 minutos a 95°C y se

conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

Las muestras se sometieron a electroforesis a 120 V, durante 100 minutos
aproximadamente. El tampdn de electroforesis estaba compuesto por 0,3% de tris
base, 1,44% de glicina, y 0,1% de SDS, pH 8,6. Tras la electroforesis, las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare, Kent,
Reino Unido). La transferencia se realizé en frio aplicando un amperaje constante
de 400 mA durante dos horas con un tampon compuesto por 0,31% de tris base,
1,44% de glicina'y 20% de metanol, pH 8,6. Una vez finalizada la transferencia las
membranas se bloquearon con leche desnatada en polvo al 5% en TTBS (Tris-HCI
25 mM pH 7,4, NaCl 137 mM, Tween 20 0,05%) durante una hora para minimizar
la fijacion inespecifica del anticuerpo. Una vez blogueadas las membranas, éstas
se incubaron en movimiento suave con el anticuerpo primario, frente a la proteina
de interés, diluido en la solucion de bloqueo, a las concentraciones especificadas
en la Tabla 4, a 4°C, durante toda la noche. Posteriormente se realizaron tres
lavados de diez minutos con TTBS y se incubaron durante una hora con los
anticuerpos secundarios conjugados con la enzima peroxidasa de rabano (HRP)
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), diluidos en la solucion de
bloqueo a una concentracién de 1:2000. Finalmente se lavaron las membranas
con TTBS tres veces durante 10 minutos. La inmunoreactividad se detecto
mediante un sistema de quimioluminiscencia. Para ello se empled el reactivo ECL
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) con el que se incubaron las
membranas de nitrocelulosa durante 1 minuto. La quimioluminiscencia se detect6
al poner en contacto las membranas de nitrocelulosa con una pelicula fotogréafica
ECL Hyperfilm™ (Amersham Internacional - GE Healthcare, Buckinghamshire,

Reino Unido).

Las peliculas fotograficas se escanearon con una resolucién de 600 ppi y se
analizaron con el programa TotalLab v2005 (Nonlinear Dynamics, All Saints, Reino
Unido), obteniéndose asi los valores de densidad 6ptica integrada (DOI) de cada
una de las bandas.
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas mediante Western Blot

Anticuerpo Fosforilacion Isotipo Casa comercial Dilucién
Akt Conejo 1gG Cell Signaling 1:1000
Akt Ser 473 Conejo 1gG Cell Signaling 1:1000
Akt Thr 308 Conejo IgG Cell Signaling 1:1000
Atg5 Conejo IgG Cell Signaling 1:1000

CDK2 Conejo 1gG Cell Signaling 1:1000
CDK4 Ratén 1gG1 Cell Signaling 1:1000
CDK®6 Ratén 1gG1 Cell Signaling 1:1000
Ciclina D1 Ratén 1gG1 BD Biosciences
Ciclina D3 Ratén IgG BD Biosciences 1:1000
Ciclina E Ratén IgG BD Biosciences 1:1000
EGFR Conejo IgG Cell Signaling 1:1000
EGFR Tyrll73 Conejo IgG Cell Signaling 1:1000
ERK 1/2 Conejo IgG Santa Cruz 1:1000
ERK 1/2 Thr202/Tyr204 Conejo IgG Cell Signaling 1:1000
FoxO1 Conejo IgG Cell Signaling 1:1000
Glutamina Ratén IgG Chemicon 1:2500
Sintetasa
LC3B Conejo IgG Cell Signaling 1:1000
MEK Ratén 1gG Cell Signaling 1:1000
MEK Ser217/Ser221 Conejo 1gG Cell Signaling 1:1000
p21 Conejo 1gG Cell Signaling 1:1000
p27 Conejo 1gG Abcam 1:1000
PDK1 Ser 241 Conejo 1gG Cell Signaling 1:1000
PTEN Ser 380 Conejo IgG Cell Signaling 1:1000

81



Materiales y Métodos

2.6. Inmunohistoquimica

Las muestras de tumores de ratones control y tratados (Apartado 2.2.1.) se
procesaron mediante técnicas histoldgicas (fijjacion, inclusiéon, microtomia y

montaje) para su posterior estudio mediante el microscopio 6ptico.

Las muestras de tumores se obtuvieron en el momento de la diseccién del animal
e inmediatamente se sumergieron en formol al 4% (tamponado con fosfatos a pH:
7-7,5), dejandolos un minimo de 24 horas en el fijador antes de ser incluidos en
parafina. Posteriormente, los bloques de tejido fueron cortados con un micrétomo
de rotacién (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) obteniéndose cortes finos del

material biologico de entre 1y 10 um.

2.6.1. Tincion de las muestras con hematoxilina y eosina

Una vez obtenidos los cortes, las muestras fueron desparafinadas lavandolas tres
veces en xileno durante tres minutos y se rehidrataron con lavados de dos minutos
de concentraciones decrecientes de etanol (100%, 95%, 80%, 70%). Finalmente
se lavaron con H,O destilada durante cinco minutos. Posteriormente, las muestras
se tifieron introduciendo los portaobjetos en hematoxilina (Sigma-Aldrich Co, St
Louis, MO) durante 10 minutos. A continuacién, se introdujeron en agua del grifo
durante 5 minutos y se contrastaron con alcohol acido. Tras un paso rapido en
agua destilada se sumergieron en eosina (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO)
durante 4 minutos. Para su montaje, las muestras fueron deshidratadas mediante
lavados de tres minutos con etanol en concentraciones crecientes (70%, 96% y
100%) y se montaron de forma permanente con medio de montaje definitivo
VectaMount (Vector laboratories, Burlingame, CA) y un cubreobjetos para ser

analizados mediante microscopia optica.

2.6.2. Marcaje de muestras de tumores de ratbn con anticuerpos

Los bloques de tumores de ratones controles y tratados (ver apartado 2.2.1) se
incluyeron en parafina, se desparafinaron y se hidrataron (ver apartado 2.6.1).
Finalmente se realiz6 un ultimo lavado con TBS 0,1 M a 4°C. A continuacion se fijo
la muestra durante 10 minutos en una solucién 90:10 de Acetona/Metanol y se

realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS 0,1 M. Posteriormente se
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desenmascararon los epitopos, llevando a ebulliciéon los portaobjetos con tampoén
citrato pH 6,0, durante 10 minutos. Una vez atemperada, la muestra se lavd con
TBS 0,1 M y H,O destilada y se procedié al bloqueo de las peroxidasas
endogenas, con H,O, al 3% durante 7 minutos. Seguidamente los cortes se
bloguearon mediante una solucion de BSA al 1% en TBS-Triton 1% durante una
hora a temperatura ambiente y se incubaron con los anticuerpos primarios
descritos en la Tabla 5, durante toda la noche a 4°C en una camara himeda. Los
portaobjetos se lavaron con TBS y se incubaron con el kit DAB substrate (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) segun las instrucciones del fabricante. Las muestras se
contratifieron con hematoxilina durante 2 minutos para la visualizacién de los
ndcleos y se rehidrataron mediante lavados de dos minutos con concentraciones
crecientes de etanol (50%, 70%, 80%, 90%, 100%) y un lavado final con xileno.
Finalmente, se montaron con medio de montaje definitivo VectaMount (Vector
laboratories, Burlingame, CA). El control negativo se obtuvo sin afiadir el

anticuerpo primario a la preparacion.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para la deteccién de anticuerpos en tejido parafinado

de tumores mediante inmunohistoquimica.

Anticuerpo Fosforilacion Isotipo Casa. Dilucion
comercial

EGFR Tyrl173 C‘I’g“glo Cell Signaling 1:150

HuNU Conejo Millipore 1:400
I9G '
Conejo . . .

p21 Cell Signaling 1:50

1gG

027 Conejo Abcam 1:150

IgG '
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2.7. Microscopia de fluorescencia confocal

Las células se sembraron en camaras de cultivo de 8 pocillos acopladas a un
portaobjetos (Millicell EZ slide, Millipore) a una densidad de 10000 células/pocillo.
24 h después de la siembra se incubaron en presencia o ausencia de Minerval a

una concentracion de 200 pM.

Posteriormente, las células se lavaron con PB 0,1 M (NaH,PO,4 20 mM, Na,HPO,
80 mM pH 7,4) y se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 4% durante
30 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacion se lavaron las células dos
veces durante 5 minutos con PB y se realizé un ultimo lavado con TBS de 10
minutos. Para evitar las uniones inespecificas del anticuerpo, las células se
incubaron durante 60 minutos con una solucidn de suero de caballo al 5% en
TBS. Las muestras se incubaron con el anticuerpo primario anti-FoxO1 (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA) a una concentracion de 1:100 o anti-RAS
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA) a una concentracién de 1:50 disueltos
en la solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C en una atmésfera himeda.
El control negativo se mantuvo toda la noche con la solucién de bloqueo sin
anticuerpo primario. A continuacién se descartd el anticuerpo primario y las
células se lavaron tres veces durante 10 minutos con TBS. Tras los lavados, las
células se incubaron en oscuridad durante una hora con el anticuerpo secundario
Alexa Fluor® 488 Cabra anti-conejo IgG (Invitrogen SA, El Prat de Llobregat,
Spain) diluido en una solucion de suero de caballo al 5% en TBS (1:200).
Posteriormente las células se lavaron tres veces durante 10 minutos con TBS
afiadiendo al ultimo lavado Hoechst 33258 (Invitrogen SA, El Prat de Llobregat,
Spain) para tefiir los nicleos o un marcador de membrana plasmatica (Vibrant
Lipid Raft Labeling Kit 594, Invitrogen SA, El Prat de Llobregat, Spain).
Finalmente, se separaron los portaobjetos de las camaras de cultivo y se procedié
a su montaje con medio acuoso para fluorescencia (Sigma-Aldrich Chemie,
Munich, Alemania). Las muestras se observaron en un microscopio confocal
Laser Leica TCS SPE (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) con el que se
capturaron series de imagenes con 0,2 um de separacién. Los resultados
obtenidos se procesaron y cuantificaron utilizando el programa Leica LAS AF Lite
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).
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2.8. Microscopia electrénica

Para el estudio morfolégico de células SF-767 controles y tratadas con Minerval,
éstas se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo en camaras de
Permanox de 4 pocillos (Nunc International, Naperville, IL). Tras 24 horas, las
células se trataron con Minerval a diferentes concentraciones (150, 200 y 400 uM)
y tiempos (24, 48, 72, 96 y 120 h). Después del tratamiento, se lavaron tres veces
durante cinco minutos con PB 0,1 M y se fijaron con glutaraldehido al 3,5%
durante una hora a 37°C y se lavaron tres veces durante diez minutos con PB 0,1
M. Posteriormente se post-fijaron en OsO4 al 2% durante una hora a temperatura
ambiente y se realizaron lavados de 5 minutos con etanol a concentraciones
crecientes del 30 al 70%. Las muestras se tifieron en oscuridad con acetato de
uranilo al 2% durante 2 horas a 4°C y se deshidrataron con lavados de cinco
minutos con concentraciones crecientes de etanol (70-100%). Las muestras
deshidratadas, se incluyeron durante toda la noche en Araldita (Fluka, Buchs SG,
Suiza) y se realizaron cortes semifinos de 1,5 um con un ultramicrotomo Ultracut
UC-6 (Leica, Heidelberg, Alemania). De las secciones semifinas seleccionadas se
obtuvieron secciones ultrafinas de 0,06-0,09 um, que se tifieron con citrato. Las
microfotografias se obtuvieron con un microscopio electrénico de transmision (FEI
Tecnai G2 Spirit Biotwin) acoplado a una camara digital (Olympus, Soft Imaging

System, Barcelona, Espafia).

2.9. Andlisis de datos

Los resultados se expresaron como la media * error estdndar de la media (EEM)
de el nimero de animales indicado (N) y de al menos tres experimentos

independientes en los resultados de experimentos in vitro con células.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0. Los
grupos se compararon utilizando andlisis de la varianza (ANOVA)o un analisis t-

student seguido de un test de Bonferroni.

Las diferencias entre los grupos experimentales se consideraron estadisticamente
significativas para valores de p<0.05. Las diferentes significancias se

representaron como: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.
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Objetivos

El planteamiento general de esta tesis doctoral se dirige hacia la investigacion de

los efectos farmacolégicos del Minerval en el cancer de pulmén no microcitico y en

el glioma. Por ello se estudiaron las bases moleculares del efecto del Minerval in

vitro, in vivo y ex vivo, en modelos celulares y animales de estos dos tipos de

cancer humano.

Los objetivos concretos de esta tesis doctoral fueron los siguientes:

1.

Investigar in vivo los efectos de la administracion oral del Minerval en
ratones desnudos inoculados con células de glioma humano SF-767 y

cancer de pulmoén no microcitico A549.

Investigar el efecto del Minerval sobre el ciclo celular, in vitro, in vivo y ex

vivo. Estudiar la via de sefializacién celular EGFR-Akt-FoxO1.

Investigar el efecto del Minerval sobre la diferenciacién celular in vivo y ex

vivo. Estudiar la via de sefializacién celular MAPKSs.

Investigar posibles mecanismos de muerte celular en tratamientos con

Minerval.

Investigar la posible toxicidad del Minerval con: estudios citohistolégicos
en xenotrasplantes de células de glioma humano SF-767 y céncer de
pulmén no microcitico humano A549, asi como estudios regulatorios de

toxicidad en ratén, rata y perro.
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Resultados

4.1. Efecto del Minerval sobre Ila progresion de

xenotrasplantes en ratones inmunodeprimidos

Se investigd el efecto cronico del Minerval sobre la progresion de
xenotrasplantes de células de glioma humano SF-767. Para ello se midio el
volumen del tumor durante 50 dias de tratamiento tal y como se describe en

el apartado 2.2.2. de la seccién de Materiales y Métodos.

Para determinar la efectividad oral del Minerval, se utilizaron ratones
desnudos (inmunodeprimidos, NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™) inoculados
subcutaneamente con 7,5-10° células SF-767 y se trataron con distintas dosis
de Minerval (200, 400 y 600 mg/Kg) disuelto en trioleina con una posologia de
24 horas, via oral (p.0.). Se observd un efecto dosis-dependiente,
estableciendo un margen terapéutico entre 400 y 600 mg/Kg de Minerval
(Figura 16 A). Los grupos de ratones inmunodeprimidos tratados con 200,
400 y 600 mg/Kg de Minerval, presentaron al final del tratamiento un volumen
de tumor de 1218+165 mm?®, 399+82 mm® y 339+113 mm?®, respectivamente.
El grupo de ratones inmunodeprimidos control tratado con el vehiculo
(trioleina) present6 un volumen de tumor al final del tratamiento de 3010+392
mm? (Figura 16 A).

Se establecido como dosis terapéutica 600 mg/Kg de Minerval y se comparo
con esta dosis la eficacia via oral del Minerval en forma de acido libre, sal de

amonio o sal sédica (Figura 16 B).

Las tres formulaciones de Minerval redujeron significativamente el volumen
del tumor respecto al grupo control, presentando al final del tratamiento un
volumen de tumor de 463+64 mm® 510+166 mm® y 346x124 mm?,
respectivamente. El grupo control tratado con el vehiculo present6 al final del

tratamiento un volumen de tumor de 2348+350 mm?® (Figura 16 B).

Se establecid como dosis terapéutica en todos los tratamientos via oral 600

mg/Kg de Minerval en forma de sal sddica.
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Figura 16. A: Eficacia oral de las distintas dosis de Minerval en la progresién de
xenotrasplantes de glioma humano (SF-767). Los ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-
Foxn1™ recibieron por via oral dosis de 200, 400 y 600 mg/Kg de Minerval cada 24 horas,
durante 50 dias. ElI grupo control (C) recibi6 vehiculo (trioleina).
B: Eficacia oral de diferentes formulaciones de Minerval en la progresién de
xenotrasplantes de glioma humano SF-767. Los ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-
Foxn1™ recibieron por via oral 600 mg/Kg de Minerval cada 24 horas durante 50 dias en
forma de sal de amonio (NH3), 4cido graso libre (AGL) o sal sédica (Na). El grupo control
(C) recibié vehiculo (trioleina). El volumen del tumor (expresado en mm?) se midié como se
describe en el apartado 2.2.2. de Materiales y Métodos. Cada columna representa la
mediazEEM de 10 animales por grupo. *p<0.05, ***p<0.001
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4.2. Efecto del Minerval sobre células de glioma humano
(SF-767)

4.2.1. Efecto del Minerval en la progresion de xenotrasplantes de

la linea celular de glioma humano (SF-767) en ratones

inmunodeprimidos

A continuacion se estudié el efecto in vivo de la administracién crénica (50
dias) del Minerval y del quimioterapico de referencia en el tratamiento del
glioma, la Temozolomida (TMZ). La administracion oral de Minerval (600
mg/Kg) y de TMZ (80 mg/Kg) en ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™,
redujeron significativamente el volumen del tumor, respecto al grupo control
(vehiculo), a partir del dia 20 de tratamiento (14452 mm?® 296+76 mm®y
764+202 mm®, respectivamente) (Figura 18). Al final del tratamiento el grupo
de ratones tratados con el vehiculo (trioleina), presentaba un incremento en el
volumen del tumor respecto al grupo de ratones tratados con Minerval (600
mg/Kg) y Temozolomida (80 mg/Kg) de un 91,1% y un 40,5%,
respectivamente, siendo el volumen final del tumor en ratones tratados con el
vehiculo de 2431+470 mm°, en ratones tratados con Minerval de 217+104

mm3y en ratones tratados con Temozolomida de 1446+172 (Figura 17 y 18).

Control TMZ Minerval

Figura 17. Fotografias representativas de xenotrasplantes en ratones desnudos
inoculados con 7,5-10° células SF-767 después de 50 dias de tratamiento. Los ratones

recibieron por via oral TMZ (80 mg/Kg), Minerval (600 mg/Kg) y vehiculo (Control).
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Figura 18. Efecto crénico del tratamiento con Minerval y Temozolomida (TMZ) sobre
la progresién de xenotrasplantes de glioma humano (SF-767). Los ratones NUDE Swiss
Crl:NU(Ico)-Foxn1™ recibieron por via oral vehiculo (trioleina), Minerval (600 mg/Kg) y TMZ
(80 mg/Kg) cada 24 horas durante 50 dias. El volumen del tumor (expresado en mm?®) se
midié como se describe en el apartado 2.2.2. de la secciéon de Materiales y Métodos. Cada

valor representa la media de 15 a 20 animales por grupo.

4.2.2. Estudio de recidiva y terapia combinada en tratamientos

con Minerval y Temozolomida

Se estudid in vivo la recidiva de xenotrasplantes en ratones NUDE Swiss
Crl:NU(Ico)-Foxn1™ inoculados subcutaneamente con 7,5-10° células SF-767,
tratados por via oral con 600 mg/Kg de Minerval, 80 mg/Kg de Temozolomida
cada 24 horas o en terapia combinada con 600 mg/Kg de Minerval y 80

mg/Kg de Temozolomida, durante 50 dias.

Los ratones tratados con terapia combinada de Minerval (600 mg/Kg) vy
Temozolomida (80 mg/Kg) presentaron el dia 50 de tratamiento, una

reduccién del volumen del tumor de aproximadamente un 90% respecto al
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grupo control (vehiculo) (Figura 19) y no presentaron recidiva después de 21

dias sin tratamiento (Figura 20).

Volumen del tumer {% del contral)

Figura 19. Efecto crénico del tratamiento con Temozolomida, Minerval y la terapia
combinada de Minerval y Temozolomida en la progresion de xenotrasplantes de
glioma humano (SF-767). Los ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™ recibieron por via
oral vehiculo (trioleina), Minerval (600 mg/kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y la combinacion
de Minerval (600 mg/kg) y Temozolomida (80 mg/Kg) cada 24 horas durante 50 dias. El
volumen del tumor se midi6 como se describe en el apartado 2.2.2. de Materiales y
Métodos. Cada columna representa la mediatEEM de 10 animales por grupo expresados
en porcentaje respecto al control (tomado como 100%). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
###p<0.001.

Para el estudio de recidiva, se escogieron ratones que presentaron durante
las dos ultimas semanas de tratamiento (del dia 36 al dia 50) un volumen de
tumor de entre el 30% y el 35% respecto a los controles. La medida del
volumen del tumor se prolong6é 21 después de finalizar el tratamiento con
Minerval, Temozolomida y la terapia combinada entre Minerval vy
Temozolomida. Durante este periodo los ratones no recibieron ningun
tratamiento. Después de estos 21 dias sin tratamiento, se observé en el grupo

de ratones tratados con Temozolomida (80 mg/Kg) un incremento del
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volumen del tumor de aproximadamente un 35%. Los ratones tratados con
Minerval (600 mg/Kg) no presentaron recidiva después de la finalizacion del
tratamiento.
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Figura 20. Progresion de xenotrasplantes de glioma humano (SF-767) en recidiva,
después de 21 dias sin tratamiento. Los ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™
recibieron por via oral vehiculo (trioleina), Minerval (600 mg/kg), Temozolomida (80 mg/Kg)
y la combinacién de Minerval (600 mg/kg) y Temozolomida (80 mg/Kg) cada 24 horas
durante 50 dias y no se trataron los 21 dias posteriores. El volumen del tumor se midi6 tal y
como se describe en el apartado 2.2.2. de Materiales y métodos. Cada valor representa la
media de 10 animales por grupo expresados en % respecto al control (tomado como
100%).

4.2.3. Estudio citohistoldgico de xenotrasplantes de la linea

celular de glioma humano (SF-767)

Se realiz6 una tincion hematoxilina/eosina de cortes histologicos de tumores
subcutaneos inducidos por la inoculacién de 7,5-10° de células SF-767 en
ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™. Los distintos cortes histolgicos

fueron analizados por microscopia Optica. En todos los casos se observé una
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masa tumoral maligna con diferenciacién escamosa (Figura 21). En tejidos de
ratones tratados con Minerval (600 mg/Kg) cada 24 horas durante 50 dias, se
observé un area ampliamente necroética (B). En tejidos de ratones tratados
con vehiculo (Control) o Temozolomida (80 mg/Kg) se observé una extensa

area de células viables (A) (Figura 21).

Figura 21. Cortes histologicos representativos de xenotrasplantes de células SF-767
en ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™ tratados por via oral cada 24 horas con
vehiculo (Control), Temozolomida (80 mg/Kg) y Minerval (600 mg/Kg). En el panel de la
izquierda (2X): Zonas viables (A) y zonas necr6ticas (B). En el panel de la derecha (20X):
detalle de nuicleos de células viables y no viables en los tumores de ratones tratados con

vehiculo (Control), Temozolomida y Minerval.
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4.2.4. Efecto del Minerval en un modelo ortépico de células de

glioma humano (SF-767) en ratones desnudos

Se indujo analgesia en ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™, 48 horas
anteriores a la intervencién quirdrgica. Los animales se anestesiaron tal y
como se describe en el apartado 2.2.3. de Materiales y Métodos. Se
inocularon 2-10* células SF-767 en un volumen total de 3 pl en el hemisferio
derecho de ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ en las coordenadas
+0,5 mm R/C (Rostro-Caudal), -1,75 mm M/L (Medio-Lateral) y -3mm D/V
(Dorso-Ventral) mediante la técnica quirdrgica de estereoataxia. Los ratones
se trataron por via oral con 600 mg/Kg de Minerval o 80 mg/Kg de
Temozolomida cada 24 horas durante 42 dias. El estudio inmunohistoquimico
mostrd la desaparicién de los tumores en el 50% de los cuatro ratones
tratados con Minerval (n=2/4). Los tumores de los ratones tratados con
Minerval presentaron una menor reactividad celular en la zona de implante,
una astrocitosis moderada y una disminucion muy marcada en el nimero de
células tumorales respecto a los ratones control, agrupadas en pequefias
masas. En los ratones tratados con Temozolomida (n=4) se observaron
masas tumorales compactas y algunas células aisladas en la vecindad
ventricular. En estas muestras se observé astrocitosis moderada y microglia

parcialmente activa.

El grupo de ratones tratados con vehiculo (trioleina, n=4), presentaron
tumores con clusteres de células tumorales y numerosas cavitaciones en la
cercania de las masas tumorales asi como abundantes células en la cavidad
ventricular. Se observé una intensa astrocitosis y microgliosis. Los tumores
presentaron un area media mayor respecto a los tratados con Minerval y un
mayor namero de células positivas para el marcador de ndcleos humanos
(HuNu") (Figuras 22y 23).
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Figura 22. Efecto del vehiculo (A, D), TMZ (B, E) y Minerval (C, F) en un modulo
ortopico de glioma Humano (SF-767). Los ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ se
trataron via oral con 600 mg/Kg de Minerval y 80 mg/Kg de Temozolomida cada 24 horas

durante 42 dias. Barra= 200 pm (A-C), 50 um (D-F)

A 2000 1 Control B

S S = ™MZ
16009 —1— BN Minerval A: lugar de implante

sitivas

Figura 23. A: Células positivas para el antigeno nuclear humano (HuNu®). B:
Distribucion de células HuNu® en el cerebro de los ratones (mm desde el punto de
referencia Bregma). Los ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ se trataron via oral con
600 mg/Kg de Minerval y 80 mg/Kg de Temozolomida cada 24 horas durante 42 dias. Cada

valor representa la mediatEEM de 4 animales por grupo. *p<0.05. TMZ: Temozolomida
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4.25. Minerval induce la parada del ciclo celular en células
(SE-767)

Se estudio el efecto del Minerval sobre el ciclo celular en la linea SF-767. Las

células se sembraron a una densidad de 1-10* células/cm? y se trataron con
150 y 200 uM de Minerval durante 48 horas. Posteriormente se analizaron las
fases del ciclo celular mediante citometria de flujo, observandose una
acumulacion de células en la fase G1 en células tratadas con 150 y 200 uM
de Minerval, presentando un porcentaje de células en G1 de 74,07+0,84% y
77,69+0,56%, respectivamente, respecto a células no tratadas 63,21+0,90%.

Este resultado indica una parada del ciclo celular en la fase G1 (Figura 24).
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Figura 24. Efecto del Minerval sobre el ciclo celular. A,B y C: Contenido de ADN en
células SF-767 incubadas con 150 y 200 uM de Minerval y sin Minerval durante 48
horas. De izquierda a derecha, los valores indicados corresponden al porcentaje de
células en las diferentes fases del ciclo: Sub GO, GO/G1, S y G2/M. D: porcentaje total
de células en cada fase del ciclo. Cada valor representa la mediatEEM de tres

experimentos independientes con tres réplicas.

102



Resultados

4.2.6. Efecto del Minerval sobre los niveles de proteinas CDK 2, 4

y 6 v Ciclinas D1, D3 v E en células de glioma humano
(SE-767)

Para corroborar la parada de ciclo en G1 se realizaron tratamientos a

diferentes tiempos (24 y 48 horas) y concentraciones de 150 y 200 uM de
Minerval. Para ello se midieron los niveles de varias proteinas implicadas en
la progresion del ciclo celular en la fase G1 y S, como las ciclinas D1, D3y E
y las CDK 2, 4 y 6. Las proteinas, se detectaron y cuantificaron por técnicas
inmunolégicas como se describe en el apartado 2.4.4. de la seccién de
Materiales y Métodos.

Se observé una reduccion significativa de aproximadamente un 67% en los
niveles de la proteina CDK4 en células tratadas con 200 uM de Minerval 24 y
48 horas de tratamiento, respecto a células no tratadas. Los niveles de CDK 6
disminuyeron significativamente aproximadamente un 50% a 24 y 48 horas de
tratamiento en células tratadas con 200 uM de Minerval respecto a células no
tratadas. CDK2 disminuyd su expresion aproximadamente un 50% a
concentraciones de 150 y 200 uM de Minerval a 24 horas de tratamiento
respecto a células no tratadas. Asimismo, CDK2 disminuyé su expresion
aproximadamente un 30% a 48 horas de tratamiento respecto a células no
tratadas (Figura 25).

A continuacién se investigaron los niveles de las ciclinas D1, D3 y E. Se
observé una disminucién significativa del nivel de la Ciclina D1 en células SF-
767 tratadas con 200 uM de Minerval de un 80% a 24 y de un 50% a las 48
horas de tratamiento respecto a células no tratadas. También se observo una
disminucién significativa del nivel de Ciclina D3 en células tratadas durante 24
y 48 horas con 150 y 200 uM de Minerval de entre un 70% y un 80%
respectivamente respecto a células no tratadas. Finalmente se observé que el
nivel de Ciclina E disminuy6 significativamente en células tratadas con 150 y
200 uM de Minerval en mas de un 40%, 24 horas después del tratamiento y
entre un 55 y 65% en células tratadas con 200 uM de Minerval durante 24 y
48 horas (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del tratamiento con Minerval sobre los niveles de expresion de las
proteinas CDK 2, 4y 6y las Ciclinas D1, D3y E. Las células de glioma humano SF-767
se trataron con 150 y 200 uM de Minerval durante 24 y 48 horas. Cada columna representa
la mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas expresados en
porcentaje respecto a las células no tratadas (tomadas como 100%).*p<0.05, **p<0.01,

*+p<0.001
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4.2.7. Efecto del Minerval sobre los niveles de proteinas CDK 2, 4

y 6 v Ciclinas D1, D3 v E en xenotrasplantes de células de

glioma humano (SF-767)

Se investigaron los mecanismos moleculares implicados en la parada del
ciclo celular en la fase G1, en tumores derivados de células de glioma
humano SF-767 implantadas en ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™,
tratados con 600 mg/Kg de Minerval, 80 mg/Kg de Temozolomida y vehiculo
(trioleina), cada 24 horas durante 50 dias. Para ello se midieron en los
tumores, los niveles de expresion de las proteinas CDKs 2, 4y 6 y las ciclinas
D1, D3y E. Los andlisis mostraron que el tratamiento con Minerval disminuy6
significativamente los niveles de inmunoreactividad de las proteinas CDKs 2,
4y 6 en un 55%, 70% y 35% respectivamente y de las Ciclinas D1, D3y E en
un 45%, 35% y 60%, respectivamente, en tumores de ratones tratados con
Minerval al compararlos con los niveles de ratones tratados con vehiculo
(Figura 26).

Por el contrario en tumores de ratones tratados con Temozolomida, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de las
proteinas CDKs ni de las ciclinas al compararlas con los niveles que

presentaron ratones tratados con vehiculo (Figura 26).

Los niveles de la proteina CDK4 disminuyeron significativamente en tumores
de ratones tratados con Temozolomida en un 65% respecto a los niveles de

los ratones tratados con vehiculo (Figura 26).

105



Resultados

125~

1254

1504

[ € TN ey © ™ ~ enE c ™ )
o e [5 7] .m.,|:|
100 — 100 = 1259
] £ £
= E 5 1004
8 =]
8 75, = 75 * 9
o * ] @
o = o
S 2 = 75
— o -
= 504 8 50- € *
2 5 ©
s} (&)
25 25 25
0 0 o
c TMZ Minerval c TMZ  Minerval C TMZ  Minerval
150+ .
1254 T ‘125 coxe € TMZ M g € M W
- 1254
3 =100+ 3
£ g £
8 5 8
5 o %* -
] - 75 ]
b~
= =2 -
& 2 £
b @ 50- g
o 5 a
o o o
25-
0

Cc T™MZ

Minerval Cc T™MZ  Minerval

Cc T™Z

Minerval

Figura 26. Efecto del tratamiento con Minerval (M) y Temozolomida (TMZ) sobre los
niveles de las proteinas CDKs 2,4y 6 y las Ciclinas D1, D3 y E. Ratones NUDE Swiss
Crl:UN(Ico)-Foxn1™ recibieron por via oral 600 mg/Kg de Minerval, 80 mg/Kg de
Temozolomida y vehiculo (trioleina) (C) cada 24 horas durante 50 dias. Cada columna
representa la mediatEEM de 10 6 15 muestras expresadas en porcentaje respecto al
control (Tomado como 100%).*p<0.05, **p<0.01.

4.2.8. Efecto del Minerval sobre los CKls p21°P! vy p27¢P! en
células de glioma humano (SF-767)

Se analizaron los niveles de expresién de proteinas CKls reguladoras del
y p27KIP1

se increment6 en células SF-767 tratadas con 150 pM

CIPL
1

ciclo celular, p2 , en células de glioma humano SF-767. La

expresién de p21°"*
de Minerval durante 24 horas (159+31%) respecto a células no tratadas.
Cuando se trataron células SF-767 con 200 uM de Minerval durante 24 y 48

CIP1

horas, los niveles de p21 incrementaron aproximadamente el doble,

respecto a los controles no tratados (Figura 27 A).
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Los niveles de la proteina p27""*

, incrementaron su expresion proteica
aproximadamente el doble en células tratadas con 150 y 200 uM de Minerval
durante 24 horas respecto a los controles, mientras que en células tratadas
con 150 y 200 uM de Minerval durante 48 horas los niveles incrementaron

hasta 2,5 veces respecto a las células no tratadas (Figura 27 B).
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Figura 27. Efecto del tratamiento con Minerval sobre los niveles de CKls p21<™* (A) y
p2
Minerval durante 24 y 48 horas. Cada valor representa la mediatEEM de tres experimentos

7¥P1 (B). Las células de glioma humano SF-767 se trataron con 150 y 200 pM de

independientes con tres réplicas expresados en porcentaje respecto a células no tratadas
(tomadas como 100%).*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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4.2.9. Efecto del Minerval sobre los CKlis p21°P! v p27¢P! en

xenotrasplantes de células de glioma humano (SE-767)

Se cuantificaron los niveles de los CKIs p21“®* y p27""' en tumores
subcutaneos inducidos con células de glioma humano SF-767 en ratones
NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™, tratados por via oral con Minerval (600
mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo (trioleina), cada 24 horas
durante 50 dias.

Los tratamientos con Minerval y Temozolomida indujeron incrementos

significativos de la expresién de p21°"™*

, que aumentaron el triple y el doble
respectivamente, respecto a tumores de ratones tratados con vehiculo (Figura
28 A).

KIPL incrementaron mas de cuatro veces su

Los niveles de la proteina p27
valor, en tumores de ratones tratados con Minerval al compararlos con los
niveles de los ratones tratados con vehiculo. En tumores de ratones tratados
con Temozolomida, también se observaron incrementos en los niveles de
p27""' de mas del doble respecto a los niveles de los ratones tratados con
vehiculo (Figura 28 A).

KIP1 en cortes

Ademas, se determiné la localizacién celular de p21°™ y p27
histolégicos de xenotrasplantes de células de glioma humano SF-767 de
ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™, mediante inmunohistoquimica, tal y
como se describe en el apartado 2.5.2. de Materiales y Métodos. Los ratones
se trataron con Minerval (600 mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo
(trioleina), cada 24 horas durante 50 dias. Los cortes histologicos de tumores

de ratones tratados con Minerval, fueron positivos para el marcaje de p21°"™*

y p27
células de tejidos de tumor de ratones tratados con Minerval respecto a

KIPL Ademas el marcaje se observé en mayor proporcion en ndcleos de

ratones tratados con Temozolomida y vehiculo (Figura 28 B).
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Figura 28. A: Efecto del tratamiento con Minerval y Temozolomida sobre los niveles
de las proteinas p21"*y p27¢"!. Cada columna representa la mediaxEEM de 10 6 15
muestras expresadas en porcentaje respecto al control (tomado como 100%).*p<0.05,
*0n<0.001, #p<0.01, *p<0.001 B: Inmunohistoquimica de p21<** y p27°'** en cortes
histolégicos de xenotrasplantes inducidos con células SF-767. Ratones NUDE Swiss
Crl:UN(Ico)-Foxn1™ se trataron via oral con Minerval (600 mg/Kg), Temozolomida (80
mg/Kg) y vehiculo (Control) cada 24 horas durante 50 dias. El marcaje antigénico de
p2
color azul.

171 y p27"* se observa en color marrén, los nlcleos de las células se observan en
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4.2.10. Efecto _del Minerval sobre la via EGFR/RAS/MAPK en

células y xenotrasplantes de glioma humano (SF-767)

Se estudi6 el efecto del Minerval sobre las proteinas de membrana EGFR y
RAS en la linea de glioma humano SF-767. EGFR y Akt se detectaron y
cuantificaron mediante técnicas inmunolégicas tal y como se describe en el
apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos. La distribucién de RAS se observé
mediante microscopia confocal tal y como se describe en el apartado 2.7. de

Materiales y Métodos.

Se estudiaron los niveles de fosforilacion de EGFR y Akt en células de glioma
humano SF-767 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval durante 24 horas.
Las células se deprivaron de suero doce horas antes de su tratamiento con
Minerval asegurando la especificidad de la sefializacion. Se preincubaron
durante 24 horas con Minerval y a continuacion se incubaron durante 15

minutos con EGF a una concentracion de 35 nM.

El tratamiento con Minerval produjo la inhibicién de la fosforilacion del EGFR
en el aminoacido Tyr 1173 y del residuo Ser 473 de Akt, que activan las
correspondientes proteinas. La reduccion de la fosforilacion de EGFR fue de
aproximadamente un 60% en células SF-767 tratadas con 200 uM de
Minerval durante 24 horas, respecto a las células no tratadas (Figura 29 A).
Asimismo, células SF-767 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval 24 horas,
presentaron una reduccidn significativa de los niveles de fosforilacion de Akt

de aproximadamente un 70% respecto a células no tratadas (Figura 29 B).
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Figura 29. Efecto del tratamiento con Minerval sobre los niveles de fosforilacion de
EGFR (A) y Akt (B). Las células de glioma humano SF-767 se trataron con 150 y 200 uM
de Minerval durante 24 horas. Cada valor representa la mediatEEM de tres experimentos
independientes con tres réplicas expresados en porcentaje respecto a células no tratadas
(tomadas como 100%).*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

La distribucion celular de la proteina G pequefia RAS, se observé en células
de glioma humano SF-767 tras diez minutos de incubacién con una
concentracion de 150 pM de Minerval, mediante microscopia confocal. En
células control (no tratadas), se observé la localizacion de RAS en la
membrana plasmatica, mientras que las células tratadas con 150 uM Minerval
presentaron una redistribucion de RAS en el citoplasma o el reticulo

endoplasmico (Figura 30).

111



Resultados

Ras Membrana Colocalizacion

Figura 30. Redistribucion de la proteina RAS en células de glioma humano SF-767.
Las células se trataron con 150 uM de Minerval durante 10 minutos. El marcaje antigénico

de RAS se observa en color verde, el marcador de membrana se observan en color rojo.

Se cuantificaron los niveles de fosforilacion de MEK y ERK, en tumores de
ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™.

Los ratones se trataron por via oral con Minerval (600 mg/Kg), Temozolomida

(80 mg/Kg) y vehiculo (Control), cada 24 horas durante 50 dias.

Se observé una disminucion significativa de la fosforilacién de la proteina
MEK en tumores de ratones tratados con Minerval de aproximadamente un
75% respecto a ratones control. Los niveles de fosforilacion de la proteina
ERK, disminuyeron significativamente un 85% en tumores de ratones tratados

con Minerval respecto a ratones control tratados con vehiculo.

Los tumores de ratones tratados con Temozolomida, presentaron una
disminucién significativa del 60% de la fosforilacion de MEK respecto a
ratones control. No se observaron cambios significativos en los niveles de
fosforilacion de ERK en tumores de ratones tratados con Temozolomida

respecto a ratones control (Figura 31).
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Figura 31. Efecto del tratamiento con Minerval (M) y Temozolomida (TMZ) sobre los
niveles de fosforilacion de MEK (A) y ERK (B) en xenotrasplantes de glioma humano
SF-767. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ recibieron por via oral Minerval (600
mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo (C) cada 24 horas durante 50 dias. Cada
columna representa la mediatEEM de 10 6 15 muestras, expresado en porcentaje respecto
al control (tomado como 100%). **p<0.01, ***p<0.001.

4.2.11. El Minerval induce diferenciacion en tumores derivados de

células de glioma humano (SFE-767).

Estudios anteriores mostraron el efecto inductor de la diferenciacion del
Minerval in vitro, en células de glioma humano SF-767 (Terés et al. Datos no
publicados). Para estudiar el posible efecto inductor de la diferenciacion
celular in vivo, se estudiaron los niveles de los marcadores de diferenciacion
celular Glutamina Sintetasa y GFAP ex vivo a partir de tumores de ratones
NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™, inoculados subcutaneamente con células
de glioma humano SF-767. Las proteinas se detectaron y cuantificaron por
técnicas inmunoldgicas, como se describe en el apartado 2.4.4. de Materiales

y métodos.
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Los ratones se trataron por via oral con Minerval (600 mg/Kg), Temozolomida

(80 mg/Kg) y vehiculo (control) cada 24 horas durante 50 dias.

El tratamiento con Minerval incrementé  significativamente la
inmunoreactividad de la proteina Glutamina Sintetasa 2,5 veces respecto a
ratones tratados con Temozolomida (35123 vs 137424, respectivamente) y
el triple respecto a ratones control tratados con vehiculo (351+23 y 100+11,
respectivamente) (Figura 32). Asimismo, el tratamiento con Minerval
incrementd el doble los niveles de la proteina GFAP cuantificada ex vivo a
partir de tumores de ratones tratados con Minerval, respecto a ratones
tratados con Temozolomida y a ratones control (Figura 32). Estos resultados
demuestran que el Minerval, pero no la Temozolomida, es capaz de inducir el

proceso de diferenciacion en xenotrasplantes de células de glioma SF-767.
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Figura 32. Efecto del tratamiento con Minerval (M) y Temozolomida (TMZ) sobre los
niveles de Glutamina Sintetasa y GFAP en xenotrasplantes de glioma humano SF-
767. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ recibieron por via oral con Minerval (600
mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo (C) cada 24 horas durante 50 dias. Cada
columna representa la mediatEEM de 10 6 15 muestras, expresado en porcentaje

respecto al control (tomado como 100%). **p<0.01, ***p<0.001.
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Finalmente, se detecté el marcador de diferenciacion Glutamina Sintetasa in
vivo mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (Odissey) en ratones
NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ tal y como se describe en el apartado 2.2.4.
de Materiales y Métodos. Los ratones se trataron por via oral con Minerval
(600 mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo (Control) cada 24 horas
durante 50 dias. Se observd una sobreexpresion del marcador de
diferenciacion Glutamina Sintetasa in vivo en tumores de ratones tratados con
Minerval (303+12%), pero no en tumores de ratones tratados con

Temozolomida o vehiculo (Figura 33).

Figura 33. Panel representativo de la deteccion in vivo del marcador de diferenciacion
Glutamina Sintetasa mediante espectroscopia de infrarrojo cercano en tumores
subcutaneos inducidos por células SF-767. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™
recibieron por via oral Minerval (600 mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo (Control)

cada 24 horas durante 50 dias.
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4.2.12.El Minerval induce autofagia en células de glioma humano
(SE-767)

Se trataron células de glioma humano SF-767 con diferentes dosis de

Minerval durante 120 horas para su posterior estudio mediante microscopia
electronica, tal y como se describe en el apartado 2.7. de Materiales y

Métodos.

Las células tratadas con Minerval durante 120 horas, presentaron
alteraciones morfolégicas importantes que se pudieron observar en los cortes
semifinos (1,5 um). Mediante microscopia Optica, se observd que las células
control (no tratadas con Minerval) presentaban forma ovalada y contenian
nacleos con multiples nucléolos distribuidos a lo largo de la matriz nuclear y
algunas invaginaciones. Por el contrario, las células tratadas con 300 uM de
Minerval durante 120 horas, mostraron una morfologia irregular y un tamafio
inferior a las células control. Los nlcleos de las células tratadas presentaron

menor tamafo y profundas invaginaciones en la membrana (Figura 34).

Figura 34. Fotografias representativas de cortes semifinos de células de glioma

humano SF-767 tratadas en presenciay ausencia de Minerval durante 120 horas.
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Las micrografias realizadas con el microscopio electrénico mostraron
numerosas y profundas invaginaciones en de la membrana nuclear de las
células tratadas con Minerval durante 120 horas que se hicieron mas
pronunciadas en funcién de la concentracién de Minerval (marcadas con

flechas en la Figura 35-8 y 35-9).

Asimismo las células tratadas con Minerval presentaron un aumento de
vesiculas lipidicas (lipid droplets) diseminadas en el citoplasma asi como de
vesiculas densas con caracteristicas morfoldgicas de autofagosomas (Figura
35-7). Las células tratadas con Minerval también mostraron una pérdida de
cisternas del reticulo endoplasmico comparado con las células control

(Marcadas con flechas en la Figura 35-10 y 35-11).

La pérdida de cisternas del reticulo endoplasmatico y la presencia de
autofagosomas observada en células SF-767 tratadas con Minerval, son

consistentes con un proceso de autofagia (Figura 35).
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Figura 35. Microscopia electronica de células de glioma humano SF-767. Las células

SF-767 se mantuvieron 120h en ausencia (Control, 1, 5, 8 y 10) o presencia de Minerval
(200 uM: 2, 200 pM: 3, 6y 7, 300 uM: 4, 9 y 11). Las flechas en el panel 6 corresponden a
fragmentos de células SF-767. V: vesiculas lipidicas “lipid droplets”, A: autofagosomas. Las
flechas en los paneles 8 y 9 corresponden a las invaginaciones en los nucleos de células
SF-767 cultivadas en ausencia (8) o presencia de Minerval (9) (bar=2.5 um). Las flechas en
los paneles 10 y 11 correspondes a la pérdida de cisternas del Reticulo Endoplasmatico en
células tratadas con Minerval (11) (bar=0.5 ym). N=300.

118



Resultados

Se investigaron los mecanismos moleculares implicados en el proceso celular
de autofagia. Para ello se determinaron los niveles de varias proteinas
implicadas en el proceso de autofagia como los marcadores Atg5 y LC3B, en
células de glioma Humano SF-767.

Se observé un incremento de los niveles de los marcadores de autofagia Atg5
y LC3B, en funcién del tiempo y la dosis de tratamiento con Minerval (150 y
200 uM).

En células SF-767 tratadas con 150 uM Minerval durante 96 horas, se
observaron incrementos de aproximadamente el doble en los niveles de Atg5
respecto al control. Este incremento fue ain mayor en células SF-767

tratadas durante 96 horas con 200 uM de Minerval (Figura 36 A).

Ademas, la ratio de los marcadores LC3BI y LC3BIl (LC3BI/Il) aument6 el
triple en células tratadas con 200 uM de Minerval durante 72 horas respecto a
células no tratadas. Las células tratadas con 200 uM de Minerval durante 96

horas, aumentaron la ratio LC3BI/Il cuatro veces respecto a las células no
tratadas (Figura 36 B).
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Figura 36. Efecto del tratamiento con Minerval sobre los niveles de los marcadores de
autofagia Atg5 y LC3BI/II. Las células de glioma humano SF-767 se trataron con 150 y
200 puM de Minerval durante 24, 48, 72 y 96 horas. Cada valor representa la mediatEEM de
tres experimentos independientes con tres réplicas expresados en porcentaje respecto a
las células no tratadas (tomadas como 100%). *p<0.05, ***p<0.001
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4.2.13.El Minerval induce autofagia en tumores derivados de

células de glioma humano (SF-767)

A continuacioén se investigaron los mecanismos moleculares implicados en el
proceso de autofagia en tumores subcutédneos inducidos con células SF-767
en ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™. Para ello se estudiaron los
niveles de los marcadores de autofagia: Atg5 y LC3BI/Il en dichos tumores.
Los ratones se trataron por via oral con Minerval (600 mg/Kg), Temozolomida
(80 mg/Kg) vehiculo (Control), cada 24 horas durante 50 dias.

| 2 S 0o e ne
£ 2004 £ 2754
S ** O 250 *
. 1754 * g 205
] =
< 150 < 200+
© 125 = 175
Z 3 150+
- 1004 = 425
(1] L] i
o @
= 754 o 100+
=l =
S s0- % 75
o = 504
[ = [=]
g2 2% S 25
c £
- 0- £ 0-
C T™MZ Minerval C T™MZ Minerval

Figura 37. Efecto del tratamiento con Minerval (M) y Temozolomida (TMZ) sobre los
niveles de marcadores de Autofagia Atgs y LC3BI/Il en xenotrasplantes de glioma
humano SF-767. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(lco)-Foxn1™ recibieron por via oral Minerval
(600 mg/Kg), Temozolomida (80 mg/Kg) y vehiculo (C) cada 24 horas durante 50 dias.
Cada columna representa la mediatEEM de 10 6 15 muestras, expresado en porcentaje
respecto al control (tomado como 100%). *p<0.05, **p<0.01.
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Se observé un aumento significativo en los niveles del marcador Atg5 en
tumores de ratones tratados con Minerval y Temozolomida respecto a ratones
control (157+25%, 146+20% y 100+15%, respectivamente) (Figura 37 A).
Finalmente, la ratio del marcador de autofagia LC3BI/Il aumentd el doble en
tumores de ratones tratados con Minerval, mientras que sus niveles no
variaron en tumores de ratones tratados con Temozolomida y vehiculo
(Figura 37 B).
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4.3. Efecto del Minerval sobre células de céancer de

pulmén no microcitico (A549)

4.3.1. Efecto del Minerval sobre la progresion de xenotrasplantes

de la linea celular A549 en ratones inmunodeprimidos

Se estudié in vivo el efecto crénico (50 dias) del Minerval y de dos
quimioterapicos de referencia en el tratamiento del cancer de pulmén no
microcitico (NSCLC): cisplatino, un agente citotoxico alquilante del ADN y

Erlotinib, un inhibidor de las tirosina quinasa.

La administracién oral de Minerval (600 mg/Kg) en ratones NUDE Swiss
CrI:NU(Ico)—Foxnl”“, redujo significativamente el volumen del tumor a partir
del dia 30 de tratamiento, respecto a los ratones del grupo Control tratados
con vehiculo (trioleina), Cisplatino (100 mg/Kg i.p.) o Erlotinib (Tarceva®)
(30mg/Kg) (139449 mm°®, 371+38 mm®, 295+35 mm°®, y 218+25 mm?,

respectivamente).

Al final del tratamiento (dia 50), se observé una reduccion significativa del
volumen del tumor de un 60% entre el grupo de ratones control y el grupo de
ratones a los que se les administré Minerval (1215+137 mm® y 500+131 mm?,
respectivamente). Ademas, se observd una reduccion significativa de un 45%
entre el grupo de ratones tratados con Minerval respecto al grupo de ratones
tratados con Cisplatino (906+136 mm3) y de un 30% respecto al grupo de
ratones tratados con Erlotinib (714+144 mm3). (Figura 38 y Figura 39).
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Figura 38. Panel representativo de los xenotrasplantes en ratones NUDE Swiss
Crl:NU(Ico)-Foxn1™ inoculados con 7,5-10° células A549 después de 50 dfas de
tratamiento. Los ratones recibieron por via intraperitoneal Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72
horas, y por via oral Tarceva (30mg/Kg), Minerval (600 mg/Kg) y vehiculo (Control) cada 24
horas durante 50 dias.
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Figura 39. Efecto crénico del tratamiento con Minerval, Erlotinib y Cisplatino sobre la
progresién de xenotrasplantes de células de céncer de pulmén no microcitico
humano A549. Los ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxnl™ recibieron por via
intraperitoneal Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas, y por via oral Tarceva (30mg/Kg),
Minerval (600 mg/Kg) y vehiculo (Control) cada 24 horas durante 50 dias. El volumen del
tumor (expresado en mm?®) se midié como se describe en el apartado Materiales y Métodos.

Cada valor representa la media de 15 a 20 animales por grupo.
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4.3.2. Estudio citohistolégico de xenotrasplantes de la linea

celular de cancer de pulmdén no microcitico humano (A549)

Se analizaron muestras de tejido de tumores de ratones NUDE Swiss
Crl:NU(Ico)-Foxn1™ inoculados subcutaneamente con células de cancer de
pulmén no microcitico humano A549. Los cortes histologicos de ratones
Control, tratados con vehiculo (p.o. trioleina cada 24 horas) presentaron
tumores pseudoencapsulados con una amplia zona periférica bien

conservada de células viables A549 (Figura 40 A).

Los cortes histolégicos de ratones tratados con Minerval (p.o. 600 mg/Kg
cada 24 horas), presentaron un tumor con amplias zonas necréticas que

representan un 20% del tumor (Figura 40 B).

Los cortes histolégicos de ratones tratados con Cisplatino (i.p. 100mg/Kg
cada 72 horas) presentaron pequefias zonas necroticas (Figura 40 B)

combinadas con zonas de células viables (Figura 40 A).

En todos los casos se observd un carcinoma de células grandes sin

diferenciacion glandular (Figura 40).
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Figura 40. Cortes histologicos representativos de xenotrasplantes de células cancer
de pulmén no microcitico humano A549 en ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™
tratados por via oral cada 24 horas con vehiculo (Control), Minerval (600 mg/Kg) y por
via intraperitoneal Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas, durante 50 dias. En el panel
de la izquierda (2X): Zonas viables (A) y zonas necréticas (B). En el panel de la derecha
(20x): detalle de nucleos de células viables y no viables en tumores tratados con vehiculo
(Contraol), Cisplatino y Minerval.
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4.3.3. Efecto del Minerval sobre la viabilidad celular en células de

cancer de pulmdén no microcitico humano (A549) vy

fibroblastos embrionarios humanos de pulmén( MRC5)

Se estudié el efecto sobre la viabilidad celular del Minerval a diferentes
concentraciones (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 750 y
1000 puM) en células de cancer de pulmdn no microcitico humano A549 y en
fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5, a distintos tiempos de
tratamiento (3, 6, 12, y 24 horas) (Figura 42). Ambas lineas celulares se

cultivaron en medio deprivado de suero, suplementado con un 0,1% de BSA.

El Minerval afectd6 a la viabilidad celular en células A549 de manera
dependiente de la dosis y del tiempo de tratamiento. La concentracion
inhibitoria 50 (Cls,) se establecié en una concentracion de Minerval de 600 uM
a 3, 6 y 12 horas, mientras que a 24 horas de tratamiento la Cls, se establecio

a una concentraciéon de Minerval de 400 uM (Figura 42).

En la linea no tumoral MRC5 no se lleg6 a establecer la Cls, a ninguna

concentracién de Minerval a ningln tiempo de tratamiento (Figura 42).

A549 MRCS

PR VTN

0 uM Minerval

200 uM Minerval

Figura 41. Fotografias representativas de células de cancer de pulmén no
microcitico humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén

MRCS tratadas en presenciay ausencia de Minerval durante 24 horas.
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Figura 42. Efecto del Minerval sobre la viabilidad en la linea celular de cancer de
pulmén no microcitico humano A549 y la linea celular de fibroblastos embrionarios
humanos de pulmén MRC5. Las células A549 y MRC5 se cultivaron en medio deprivado
de suero y suplementado con 0,1% de BSA. Cada valor representa la mediatEEM de tres
experimentos independientes con tres réplicas expresados en porcentaje respecto a las
células no tratadas (tomadas como 100%).
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4.3.4. Efecto del Minerval sobre la Via EGFR/Akt

Se investigd el efecto del Minerval sobre la via de transduccion de sefial
EGFR/Akt y los niveles de las proteinas implicadas en su sefializacién en la
linea de cancer de pulmén no microcitico humano A549 y en la linea de

fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5.

Las proteinas se detectaron y cuantificaron por técnicas inmunolégicas como

se describe en el apartado 2.4.4 de Materiales y Métodos.

4.3.4.1.Deteccion del estado de fosforilaciéon de EGFR en células de
cancer de pulmén no microcitico humano (A549) y fibroblastos

embrionarios humanos de pulmén (MRC5)

Se estudiaron los niveles de fosforilacion de EGFR en células de cancer de
pulmén no microcitico humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos de
pulmén MRCS5 tratados con 150 y 200 uM de Minerval durante 3, 6, 12 y 24
horas. Las células A549 y MRC5 se deprivaron de suero doce horas antes de
su tratamiento con Minerval asegurando la especificidad de la sefializacion.
Se preincubaron durante 3, 6, 12 y 24 horas con Minerval y a continuacion se

incubaron durante 15 minutos con EGF a una concentracion de 35 nM.

El tratamiento con Minerval produjo la inhibicién de la fosforilacion del EGFR
en el aminoacido Tyr 1173, el cual activa la proteina. La reduccién de la
fosforilacion fue de aproximadamente un 50% en células A549, tratadas con
150 y 200 pM de Minerval durante 3 y 6 horas, respecto a las células no
tratadas. Asimismo, células A549 tratadas con 200 pM de Minerval durante 12
y 24 horas, presentaron una reduccion significativa de los niveles de
fosforilaciéon de EGFR de aproximadamente un 40% respecto a células no
tratadas. Por el contrario, el tratamiento de células A549 con 150 uM de
Minerval durante 12 y 24 horas, produjo reducciones no significativas de los
niveles de fosforilacion de EGFR al compararlos con células no tratadas
(Figura 43).

Los niveles de fosforilacion de EGFR no se alteraron significativamente en
células MRCS5 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas
(Figura 43).
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Figura 43. Niveles de fosforilacion de EGFR en células de cancer de pulmén no
microcitico humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5.
Las células se trataron con 150 y 200 uM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas. Cada columna
representa la mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas
expresados en porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

4.3.4.2.Deteccion de EGFR in vivo en ratones inmunodeprimidos

Se detectaron los niveles de EGFR in vivo, en ratones NUDE Swiss
Crl:NU(Ico)-Foxn1™ mediante un escaner de infrarrojos, tal y como se
describe en el apartado 2.2.4. de Materiales y Métodos. Los ratones tratados
con Minerval (600 mg/Kg) cada 24 horas durante 50 dias presentaron un 85%
menos de unidn del ligando EGF a su receptor, respecto a ratones tratados
con Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas durante 50 dias y con vehiculo
(Control, Figura 44 Ay B).
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Figura 44. Deteccion de EGFR. A: Panel representativo de la deteccion in vivo de EGFR
en tumores subcutaneos inducidos por células de cancer de pulmén no microcitico humano
A549, mediante escaner de infrarrojos. B: Cuantificacion de la fluorescencia detectada
mediante el escaner de infrarrojos. Cada columna representa la mediatEEM de tres
experimentos independientes con dos réplicas expresados en porcentaje respecto al control
(tomadas como 100%). **p<0.01, ***p<0.001.
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En este contexto, se detectaron los niveles de fosforilacion de EGFR en
cortes histologicos de tumores de ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™,
inoculados subcutdneamente con células de cancer de pulmén no microcitico
humano A549, mediante inmunohistoquimica tal y como se describe en el
apartado 2.5.2. de Materiales y Métodos. Se observé un incremento del
marcaje de EGFR fosforilado en tumores de ratones tratados con vehiculo
(Control) respecto a ratones tratados con Minerval (600 mg/Kg) y Cisplatino
(100 mg/Kg) durante 50 dias (Figura 45).

Figura 45. Inmunohistoquimica de EGFR en cortes histolégicos de xenotrasplantes
inducidos con células de cancer de pulmén no microcitico humano A549. El marcaje
antigénico de fosfo-EGFR se observa en color marrén, los ndcleos de las células se
observan en color azul. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(lco)-Foxn1™ recibieron por via oral
Minerval (600 mg/Kg), vehiculo (Control), cada 24 horas y por via intraperitoneal Cisplatino
(100 mg/Kg) cada 72 horas, durante 50 dias.

4.3.4.3.Deteccion del estado de fosforilacion de PTEN y PDK1 en
células de cancer de pulmdén no microcitico humano (A549) y

fibroblastos embrionarios humanos de pulmén (MRC5)

Se estudiaron los niveles de la fosfatasa PTEN y de la fosforilacion activadora
de la quinasa PDK1 en su residuo Ser 241, en células A549 y MRC5 tratadas
con 150 y 200 uM de Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas. Las células A549 y
MRCS5 se deprivaron de suero doce horas antes de su tratamiento con
Minerval, asegurando la especificidad de la sefializacion. Se preincubaron
durante 3, 6, 12 y 24 horas con Minerval, a continuacién se incubaron durante

15 minutos con EGF a una concentracion de 35 nM.

El tratamiento con Minerval produjo un aumento significativo de un 50% en la
expresion de PTEN en células A549, tratadas con 150 y 200 uM de Minerval

durante 12 y 24 horas, respecto a células no tratadas (Figura 46).
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Figura 46. Niveles de PTEN en células de cancer de pulmédn no microcitico humano
A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRCS. Las células se trataron
con 150 y 200 pM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas. Cada columna representa la
mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas expresados en
porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%). *p<0.05, ***p<0.001

El tratamiento con Minerval redujo significativamente en un 50% los niveles
de fosforilacion de PDK1 en células A549, tratadas con 150 y 200 uM de

Minerval durante 12 y 24 horas, respecto a células no tratadas (Figura 47).

Por el contrario, los niveles de PTEN y PDK1 no se vieron alterados
significativamente en células MRCS5 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval a
3, 6,12y 24 horas (Figura 46 y 47).
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Figura 47. Niveles de pPDK1 Ser 241 en células de cancer de pulmén no microcitico
humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5. Las células se
trataron con 150 y 200 uM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas. Cada columna representa la
mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas expresados en
porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%). **p<0.01, ***p<0.001.

4.3.4.4.Deteccion del estado de fosforilacion de PTEN y PDK1 en
xenotrasplantes de cédncer de pulmdn no microcitico humano
(A549)

Se estudiaron los niveles de la fosfatasa PTEN y la quinasa PDK1 en tumores
subcutaneos inducidos con células de cancer de pulmdédn no microcitico
humano A549 en ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™. Los ratones se
trataron por via oral con Minerval (600 mg/Kg), Erlotinib (30 mg/Kg) y vehiculo
(control) cada 24 horas o por via intraperitoneal con Cisplatino (100 mg/Kg)

cada 72 horas durante 50 dias.

Los niveles de expresién de PTEN presentaron una tendencia a aumentar en
los tumores derivados de células A549 humanas implantadas en ratones
desnudos tratados con Minerval y Cisplatino, mientras que los niveles de

PTEN no variaron en los tumores de ratones tratados con Erlotinib respecto a
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los niveles de los tumores de ratones tratados con vehiculo (Control)
(129+12%, 123+9%, 101+11% y 100+10%, respectivamente) (Figura 48 A).

Los niveles de fosforilacion de PDK1 disminuyeron significativamente un 60%
en tumores de ratones tratados con Minerval respecto a los tumores de
ratones tratados con vehiculo (control) (27+8% y 100+20%, respectivamente).
Por el contrario, los niveles de fosforilacion de PDK1 no se alteraron
significativamente en tumores de ratones tratados con Cisplatino y Erlotinib
(55+13% y 71+12%, respectivamente) (Figura 48 B).
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Figura 48. Niveles de PTEN (A) y PDK1 (B) en xenotrasplantes de cancer de pulmoén
no microcitico humano A549. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ se trataron por
via oral con Minerval (600 mg/ Kg) (M), Erlotinib (30 mg/Kg) (ERL) y vehiculo (C) cada 24
horas y por via intraperitoneal con Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas (CPT), durante 50
dias Cada columna representa la mediatEEM de entre 10 6 15 muestras expresados en
porcentaje respecto al control (tomado como 100%). **p<0.01.
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4.3.4.5.Deteccion del estado de fosforilacion de Akt en células de
cancer de pulmoén no microcitico humano (A549) y fibroblastos

embrionarios humanos de pulmén (MRC5)

Se estudiaron los niveles de fosforilacion de Akt en sus residuos Thr 308 y
Ser 473, cuya fosforilacion implica la activacion de Akt, en células A549 y
MRCS5 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas.
Las células A549 y MRC5 se deprivaron de suero doce horas antes de su
tratamiento con Minerval, asegurando la especificidad de la sefalizacién. Las
células A549 y MRCS5, se preincubaron durante 3, 6, 12 y 24 horas con
Minerval y a continuacién se incubaron durante 15 minutos con EGF a una

concentracion de 35 nM.

El tratamiento con Minerval produjo la inhibiciéon de la fosforilacion de la Thr
308 de Akt en aproximadamente un 40%, en células A549 tratadas con 200

MM de Minerval durante 6 horas, respecto a células no tratadas.

Las células tratadas con 200 pM de Minerval presentaron una reduccion
significativa de los niveles de fosforilacion de la Thr 308 de Akt de
aproximadamente un 75% en células tratadas con 200 uM de Minerval

durante 12 y 24 horas respecto a células no tratadas (Figura 49).

Los niveles de fosforilacién de Akt Thr 308 no se alteraron significativamente
en células MRCS5 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas
(Figura 49).
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Figura 49. Niveles de fosforilacion de Akt Thr 308 en células de cancer de pulmén no

microcitico humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos MRC5. Las células se

trataron con 150 y 200 uM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas. Cada columna representa la

mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas expresados en

porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%). **p<0.01, ***p<0.001.

El tratamiento con Minerval inhibié significativamente la fosforilacion de la Ser

473 de Akt en aproximadamente un 50%, en células A549 tratadas con 150 y

200 pM de Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas, respecto a células no

tratadas (Figura 50).

Por el contrario, en células MRC5 ninguno de los tratamientos alterd

significativamente los niveles de fosforilacion de la Ser 473 de Akt (Figura 50).
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Figura 50. Niveles de fosforilacion de Akt Ser 473 en células de cancer de pulmén no
microcitico humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5.
Las células se trataron con 150 y 200 uM de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas. Cada columna
representa la mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas
expresados en porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

4.3.4.6.Deteccion del estado de la fosforilacion de Akt en
xenotrasplantes de cancer de pulmén no microcitico humano
(A549)

Se estudiaron los niveles de fosforilacion de Akt en los residuos Thr 308 y Ser
473 en tumores subcutaneos inducidos con células de cancer de pulmoén no
microcitico humano A549 en ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™. Los
ratones se trataron por via oral con Minerval (600 mg/Kg), Erlotinib (30
mg/Kg) y vehiculo (control) cada 24 horas y por via intraperitoneal con
Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas durante 50 dias. Los niveles de
fosforilacién de Akt Thr 308 disminuyeron significativamente en un 45% en los

tumores derivados de células A549 humanas implantadas en ratones
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desnudos tratados con Minerval respecto a los tumores de ratones que
recibieron vehiculo (53+4% y 100+16%, respectivamente). Por el contrario los
niveles de fosforilacion de Akt Thr 308 no se alteraron significativamente en
tumores derivados de células A549 implantadas en ratones desnudos
tratados con Cisplatino y Erlotinib (98+13% y 63+12%, respectivamente)
(Figura 51 A).

Los niveles de fosforilacion de la Ser 473 de Akt disminuyeron
significativamente un 70% en tumores de ratones tratados con Minerval
respecto a tumores de ratones tratados con vehiculo (control) (31+11% y
100+15%, respectivamente). Por el contrario, los niveles de fosforilacion de
Akt Ser 473 no se alteraron significativamente en tumores de ratones tratados
con Cisplatino y Erlotinib (77£19% y 45+10%, respectivamente) (Figura 51 B).
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Figura 51. Niveles de fosforilacion de Akt Thr 308 (A) y Akt Ser 473 (B) en
xenotrasplantes de cancer de pulmén no microcitico humano A549. Ratones NUDE
Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ se trataron por via oral con Minerval (600 mg/ Kg) (M), Erlotinib
(30 mg/Kg) (ERL) y vehiculo (C) cada 24 horas y por via intraperitoneal con Cisplatino (100
mg/Kg) cada 72 horas (CPT), durante 50 dias. Cada columna representa la mediatEEM de
entre 10 6 15 muestras expresada en porcentaje respecto al control (tomado como 100%).
*p<0.05.
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4.3.5. Efecto del Minerval sobre la via de las MAPKs en células de

cancer de pulmdén no  microcitico humano (A549) vy

fibroblastos embrionarios humanos de pulmén (MRC5)

Se investig6 el efecto del Minerval sobre la via de transduccion de sefial de
las MAPKs y sobre los niveles de fosforilacion de las proteinas implicadas en
su via de sefializacion, en células de cancer de pulmén no microcitico

humano A549 y en fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5.

4.3.5.1.Deteccion del estado de fosforilacion de MEK y ERK en
células de céncer de pulmdén no microcitico humano (A549) y

fibroblastos embrionarios humanos de pulmén (MRC5)

Se estudiaron los niveles de fosforilacion de MEK y ERK en células A549 y
MRCS tratadas con 150 y 200 uM de Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas.
Las células A549 y MRC5 se deprivaron de suero las doce horas previas al
tratamiento y se preincubaron durante 3, 6, 12 y 24 horas con Minerval. A
continuacion se incubaron durante 15 minutos con EGF a una concentracion
de 35 nM.

El tratamiento con Minerval produjo una disminucién significativa de los
niveles de fosforilacion de MEK, de aproximadamente un 50% en células
Ab549 tratadas durante 12 y 24 horas con una concentracion de 150 y 200 pM
de Minerval, respecto a células no tratadas. También se observd una
reduccién no significativa en los niveles de fosforilacion de MEK en células
A549 tratadas con una concentracién de 150 y 200 uM de Minerval durante 3

y 6 horas, respecto a células no tratadas (Figura 52 A)

Por otro lado, los niveles de fosforilacion de ERK disminuyeron
significativamente un 40% a 12 horas de tratamiento y un 50% tras 24 horas
de tratamiento, en células A549 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval
(Figura 52 B).

Por el contrario, en células MRC5, ninguno de los tratamientos alteré
significativamente los niveles de fosforilacion de MEK y ERK cuando se
trataron con concentraciones de 150 y 200 uM de Minerval durante 3, 6, 12 y
24 horas (Figura 52 Ay B).
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Figura 52. Niveles de fosforilacion de MEK y ERK en células de cancer de pulmén no

microcitico humano A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRCS.

Las células se trataron en presencia o ausencia de Minerval a 3, 6, 12 y 24 horas. 44 y 42

indican la fosforilacién de las isoformas de ERK 44 y 42 KDa, respectivamente. Cada

columna representa la mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas

expresados en porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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4.3.5.2. Deteccion del estado de fosforilacion de MEK y ERK en
xenotrasplantes de cancer de pulmén no microcitico humano
(A549)

Se estudiaron los niveles de fosforilacion de MEK en tumores subcutaneos
inducidos con células de cancer de pulmoén no microcitico humano A549 en
ratones NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™. Los ratones se trataron por via oral
con Minerval (600 mg/Kg), Erlotinib (30 mg/Kg) y vehiculo (control) cada 24
horas o por via intraperitoneal con Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas,

durante 50 dias.

Los niveles de fosforilacion de MEK disminuyeron aproximadamente un 50%
en los tumores de ratones tratados con Minerval respecto a los tumores de
ratones que recibieron vehiculo. Por el contrario los niveles de fosforilaciéon de
MEK no se alteraron significativamente en tumores tratados con Cisplatino y
Erlotinib (Figura 53 A).

Los niveles de fosforilacion de ERK disminuyeron significativamente un 50%
en tumores de ratones tratados con Minerval respecto a tumores de ratones
tratados con vehiculo (control) (52+6% y 100+15%, respectivamente). Por el
contrario, los niveles de fosforilacion de ERK no se alteraron
significativamente en tumores de ratones tratados con Cisplatino y Erlotinib
(Figura 53 B).
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Figura 53. Analisis de los niveles de fosforilacion de MEK (A) y ERK (B) en
xenotrasplantes de cancer de pulmén no microcitico humano A549. Ratones NUDE
Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1™ se trataron por via oral con Minerval (600 mg/ Kg) (M), Erlotinib
(30 mg/Kg) (ERL) y vehiculo (C) cada 24 horas y por via intraperitoneal con Cisplatino (100
mg/Kg) (CPT) cada 72 horas, durante 50 dias. Cada columna representa la mediatEEM de
entre 10 6 15 muestras expresados en porcentaje respecto al control (tomado como 100%).
*p<0.05.
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4.3.6. Efecto del Minerval sobre el factor de transcripcién FoxO1

en células de cancer de pulmdédn no microcitico humano

(A549) vy fibroblastos embrionarios humanos de pulmén
(MRC5)
Se estudio la traslocacion del factor de transcripcion FoxO1 en células A549 y

MRCS5 tratadas con 150 y 200 pM de Minerval durante 12 y 24 horas. Los

ndcleos se separaron del citoplasma, tal y como se describe en el apartado

2.4.2 de la seccion de Materiales y Métodos.

El tratamiento con Minerval aumentd significativamente la traslocacion de
FoxO1l del citoplasma al nucleo aproximadamente un 65% y un 50% en
células A549, tratadas con 200 pM de Minerval durante 12 y 24 horas

respectivamente, respecto a células no tratadas (Figura 54 A).

La traslocacion del factor de transcripcion FoxO1 del citoplasma al nucleo, en
células A549 tratadas con 200 puM Minerval durante 24 horas, también se

observé mediante microscopia confocal (Figura 54 B).

Células MRCS5 tratadas con 150 y 200 uM de Minerval a 12 y 24 horas no
presentaron cambios en la traslocacién del factor de transcripcion FoxO1 del

citoplasma al nucleo (Figura 55 Ay B).
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Figura 54. Localizacion de FoxO1 en células de cancer de pulmén no microcitico
humano A549. A: Las células se trataron con 200 pM de Minerval a 12 y 24 horas. Cada
columna representa la mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas
expresados en porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como 100%).
***n<0.001. B: Deteccion de FoxO1 mediante Microscopia confocal en células de cancer de
pulmén no microcitico humano A549. Las células se trataron con 200 pM de Minerval
durante 24 horas. El marcaje antigénico de FoxO1 se observa en color verde, los nucleos

de las células se observan en color azul.
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Figura 55. Localizacion de FoxO1 en fibroblastos embrionarios humanos de pulmoén

MRCS5. A: Las células se trataron con 200 uM de Minerval a 12 y 24 horas. Cada columna

representa la mediatEEM de tres experimentos independientes con tres réplicas

expresados en porcentaje respecto a células no tratadas (tomadas como el 100%). B:

Deteccion de FoxO1 mediante Microscopia confocal en fibroblastos embrionarios humanos

de pulmén MRCS5. Las células se trataron con 200 uM de Minerval durante 24 horas. El

marcaje antigénico de FoxOl se observa en color verde, los nucleos de las células se

observan en color azul.
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4.3.7. Efecto del Minerval sobre los CKlis p21°P! v p27¢P! en

células de cancer de pulmdén no microcitico humano (A549) y

fibroblastos embrionarios humanos de pulmén (MRC5)

Se analizaron los niveles de expresion de proteinas CKls reguladoras del
CIP1 y p27KIP1

A549 y fibroblastos embrionarios humanos de pulmén MRC5.

ciclo celular, p21 , en células de cancer de pulmdn no microcitico

Se observo un incremento de la expresion de p21°F' dependiente de la
concentraciéon de Minerval y el tiempo de tratamiento en células A549, que
fue significativo a las 24 horas de tratamiento con 150 y 200 uM de Minerval
(150+15% y 144+16%, respectivamente) respecto a células no tratadas
(100+8%) (Figura 56 A).

En células no tumorales MRC5, ninguno de los tratamientos alteré

CPl cuando se trataron con

significativamente los niveles de p21
concentraciones de 150 y 200 uM de Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas
(Figura 56 A).

Los niveles de la proteina p27<™*

, se incrementaron significativamente en
células tratadas con 150 uM de Minerval durante 12 y 24 horas (143+9% y
150+15%, respectivamente) respecto a células no tratadas (100+8% vy
100+9%, respectivamente). Las células A549 tratadas con 150 y 200 uM de
Minerval durante 3 y 6 horas no incrementaron significativamente los niveles
de p27"'* respecto a células no tratadas (Figura 56 B).

En células MRC5, ninguno de los tratamientos alterd significativamente los
KIP1

niveles de p27
de Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas (Figura 56 B).

cuando se trataron con concentraciones de 150 y 200 uM
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Figura 56. Efecto del tratamiento con Minerval sobre los niveles de CKis p21<%* y
p27KIP1

embrionarios humanos de pulmén MRCS5. Las células se trataron con 150 y 200 uM de

en células de cancer de pulmén no microcitico humano A549 y fibroblastos
Minerval durante 3, 6, 12 y 24 horas. Cada columna representa la mediatEEM de tres

experimentos independientes con tres réplicas expresados en porcentaje respecto a células
no tratadas (tomadas como el 100%). *p<0.05.
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4.3.8. Efecto del Minerval sobre los CKis p21™' y p27¢™ en
xenotrasplantes de células de cancer de pulmon no microcitico
humano (A549)

CIPL KIP1
1

Se estudiaron los niveles de los CKis p2 en tumores derivados

y p27
de células de cancer de pulmdn no microcitico humano A549 en ratones
NUDE Swiss Crl:NU(Ico)-Foxn1™. Los ratones se trataron por via oral con
Minerval (600 mg/Kg), Erlotinib (30 mg/Kg) y vehiculo (control) cada 24 horas
0 por via intraperitoneal con Cisplatino (100 mg/Kg) cada 72 horas durante 50

dias.

Los tratamientos con Minerval y Erlotinib incrementaron significativamente la
expresion de p21°F' (290+39% y 197+45%, respectivamente) respecto a
tumores de ratones tratados con vehiculo (control) (100+£19%). Por el
contrario, los tumores de ratones tratados con Cisplatino no presentaron
diferencias significativas en los niveles de p21“'* (166+34%). (Figura 57 A).

KIPL incrementaron mas de tres veces su valor,

Los niveles de la proteina p27
en tumores de ratones tratados con Minerval (330+£36%) al compararlos con
los niveles de los ratones tratados con vehiculo (100+9%). Los tumores de
ratones tratados con Cisplatino y Erlotinib también incrementaron los niveles
de p27""" significativamente (190+25% y 199+27%, respectivamente)
respecto a los niveles de los ratones tratados con vehiculo (100+9%) (Figura

57 B).
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Figura 57. Efecto del tratamiento con Minerval, Cisplatino y Erlotinib sobre los niveles
de las proteinas p21°™* (A)y p27¥"™* (B) en xenotrasplantes de cancer de pulmén no
microcitico humano A549. Ratones NUDE Swiss Crl:UN(Ico)-Foxn1l™ se trataron por via
oral con Minerval (600 mg/ Kg) (M), Erlotinib (30 mg/Kg) (ERL) y vehiculo (C) cada 24 horas
y por via intraperitoneal con Cisplatino (100 mg/Kg) (CPT) cada 72 horas, durante 50 dias.
Cada columna representa la mediatEEM de entre 10 6 15 muestras expresadas en

porcentaje respecto al control (tomado como 100%). *p<0.05.
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4.4. Estudios de toxicidad in vivo e in vitro

Para comprobar el posible efecto toéxico del Minerval, se llevaron a cabo los
siguientes test regulatorios de seguridad farmacoldgica in vivo: test de lrwin,
funcién respiratoria, seguridad cardiovascular, toxicidad oral aguda, dosis
méxima tolerada, test NOAEL de toxicocinética y seguridad farmacoldgica y
determinacion toxica (Tabla 6).

Los estudios in vivo, llevados a cabo en modelos animales de raton CD-1,
ratas Wistar y perros Beagle no presentaron ningun efecto téxico relevante
después de la administracion de Minerval de diferentes lotes a ninguna de las
dosis estudiadas.

Tabla 6. Estudios de seguridad farmacoldgica preclinica in vivo (Administracién

oral)
]
. ; o Dosis/
Estudio ESIEERY Silpes HEETE 37 Resultados
cepa de lote Duracién
Vehiculo, 100, 300, fNo se °b|se”’ar°“
_ ) 1000 mg/Kg o efectos en los grupos
Test de Irwin Raton CD-1 Minerval. Lote 2- Dosis Unica control ni tratados. No
\ se observé mortalidad
OH181A(N2)10 en ningln grupo
. Vehiculo, 40, 245,
Funcion Ratas Wistar 1500 mg/Kg Dosis Unica NOAEL al menos 245
respiratoria ) mag/kg
Minerval
Vehiculo, 20, 200,
Seguridad 600, 900, 1200 . .
. Perros Beagle e 14 dias NOAEL mas de 200
cardiovascular 9 mg/kg/dia Lote: G2- mg/kg/dia y menos de
OHOA-12 600 mg/kg/dia
. 28 dias con
Seguridad | Vehiculo, ]/-I?O/d’ fase de NOAEL: 400
cardiovascular Perros Beagle 40,1000 mg/kg/dia recuperacio mg/Kg/dia
Lote: G2-OHOA-13 n
No se observo
Toxicidad oral ’ 3000 mg/Kg Lote: o mortalidad.
aguda Rataswistar 5 51ga(Na)-10 ~ DOSIS unica MLD>3000 mg/kg.
MND: no determinada
Toxicidad oral . 3000 mg/Kg Lote: o No se observo
aguda Raton CD-1 2-OH18A(Na)-10 Dosis Unica mortalidad.

MLD>3000 mg/kg.
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MND: no determinada

No se observé
(1) vehiculo, 60, mortalidad a ninguna
150, 300, 600, 900 dosis. La dosis

Dosis maxima y 1500. (2) 1200 apropiada para

tolerada Perros Beagle mg/kg 14 dias estudios de méas de 4
Lotes: G2-OHOA- semanas debe ser
10, G220HOA-11 menor que 1200
mg/kg/dia
NOAEL, Vehiculo, 20, 200, ngﬁg;ﬁ‘sﬂfgg‘r’éﬁy
toxicocinetica Perros Beagle 600, 909 y 1200_ 14 dias pericarditis. NOAEL
y seguridad mg/kg/dia. Lote: entre 200 v 600
farmacolégica G2-OHOA-12 y
mg/kg/dia

Se considera

Vehiculo, 60, 350, i .
apropiada una dosis

Determinacion Ratas Wistar 2000 mg/kg/dia. 14 dias

téxica Lote: G2-OHOA-10 méaxima de 11500
mg/kg/dia
Disminucién
NOAEL B reversible de esperma
Al Vehiculo, 40, 245y -
toxicocinética ) P en machos al final del
y seguridad Ratas Wistar Loltioc();?%;ﬁ%lili3 4 semanas tratamiento. NOAEL
farmacoldgica ’ se definié como 40

mg/Kg/dia

Vehiculo, 100, 400
Perros Beagle y 1000 mg/kg/dia. 4 semanas
Lote: G2-OHOA-13

NOAEL se definio
como 400 mg/kg/dia

Determinacion
téxica

Estudios preclinicos de seguridad farmacoldgica in vivo: Test de Irwin, funcién respiratoria,
seguridad cardiovascular, toxicidad oral aguda, dosis maxima tolerada, NOAEL

toxicocinética y seguridad farmacoldgica y determinacion toxica.

Los estudios regulatorios se completaron con los siguientes test in vitro de
seguridad farmacologica: test de mutacidon reversa bacteriana, test de
aberracion cromosomica, Test de microndcleos en médula dsea de ratdn,

Test HERG de seguridad farmacoldgica (Tabla 7).

Los estudios in vitro llevados a cabo en cultivos celulares eucariotas y
bacterianos no revelaron ningun efecto toxico del Minerval a ninguna de las

dosis estudiadas (Tabla 7).
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Tabla 7. Estudios de seguridad farmacolégica preclinica in vitro

Estudio Il'rlwz:s?:(glil);lr Grupo, dosis y N° de lote Resultados
Test de mutacion  _>aimonelia 5000, 1666.67, 555.56, No se ohservé respuesta
Typhimurium- mutagénica en ninguna
reversa Escherichia 185.19, 61.73 lg/placa. cepa con y sin sistema de
bacteriana ) Lote: 2-OH181A(Na)-10 A "
Coli activacion metabdlica
4.9, 8.5,14.9, 26.1, 45.7,
- :rsr;gi%n Linfocitos  80.0, 139.9, 244.9, 428.6, No se observaron
ClO] humanos 750 ug/ml. Lote: 2- aberraciones cromosémicas
cromosomica OH181A(Na)-10 estructurales
Test de 0, 125, 500, 2000 mg/kg.
micondcleos en Lote: G2-OHOA-12 No se observé induccién de
médula 6sea de Control: 20 mg/kg microntcleos
ratén ciclofosfamida
Las células HEK293
Seguridad transfectadas con cDNA
farmacoldgica Células o } HERG, no mostraron
HERG HEK293 Lote: G2-OHOA-12 inhibicion de hERG hasta

llegar a la concentracion
0.42 pM

Estudios preclinicos de seguridad farmacolégica in vitro: test de mutacién reversa

bacteriana, test de aberracion cromosémica, Test de micronlcleos en médula 6sea de

raton, Test HERG de seguridad farmacolégica
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Discusion

5.1. Eficacia del Minerval in vivo

5.1.1. Eficacia del Minerval en un modelo de xenotrasplante de

glioma humano (SF-767)

Los tumores con un fenotipo indiferenciado como el glioma, tienen una pobre
prognosis y actualmente las opciones de tratamiento son muy limitadas. Los
tumores primarios cerebrales, entre los cuales el glioma es el mas comdun,
presentan una mortalidad muy elevada (90%) (Brenner et al., 2009). Actualmente
la cirugia y la radioterapia son la aproximacion terapéutica mas efectiva para tratar
este tipo de tumores, ya que la media de supervivencia de los pacientes que los
padecen es de un afio (Isaacson, 2000; START, 2006)

El mas agresivo de los gliomas existentes es el glioblastoma multiforme,
actualmente incurable debido a su rapida proliferacion y a su elevada capacidad
invasiva (Louis, 2006). El tratamiento con quimioterapia en este tipo de patologias
produce infimos beneficios frente a los riesgos terapéuticos que conlleva y por lo
tanto, urge el disefio de nuevas estrategias innovadoras para el tratamiento del
glioma. Actualmente el farmaco de eleccién es la temozolomida (Temodal), un
agente alquilante del ADN que induce inicialmente la regresién del tumor
(Athanassiou et al., 2005; Bredel, 2001), aunque presenta importantes efectos
secundarios, entre ellos, una mielosupresion reversible y trombocitopenia
(Armstrong et al., 2005; Doyle et al., 2005; Mutter y Stupp, 2006).

Debido a la carencia de alternativas terapéuticas en el tratamiento de esta
enfermedad, un objetivo importante de este trabajo de investigacion fue el estudio
de la eficacia del Minerval in vivo en modelos de xenotraspantes de glioma
humano SF-767. En conjunto, los resultados presentados en esta tesis doctoral,
demuestran una elevada eficacia del Minerval en modelos de xenotrasplantes de
glioma humano. El volumen del tumor de ratones desnudos tratados con Minerval
se redujo en un 80%, presentando una mayor eficacia que el farmaco de
referencia en el tratamiento del glioma, la temozolomida. Asimismo, el Minerval
presentd una elevada eficacia en un modelo ortépico de glioma de ratones
desnudos, reduciendo significativamente el tumor cerebral. Este trabajo indica la

capacidad del Minerval de traspasar la barrera hematoencefalica.
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Otro aspecto importante en el tratamiento del glioma, es la recidiva que presentan
los pacientes después del tratamiento con Temozolomida (Stupp et al., 2005). El
tratamiento con Temozolomida incrementa la esperanza de vida en estos
pacientes aproximadamente 2,5 meses, lo cual supone un aumento en la
supervivencia de 12,1 a 14,6 meses (Stupp et al., 2005). En el presente trabajo de
investigacién, demostramos ausencia de recidiva en ratones que no presentaban
progresion de los tumores después del tratamiento con Minerval y que dejaron de
ser tratados. Sin embargo, ratones que no presentaban progresion de los tumores
después de su tratamiento con Temozolomida mostraron una rapida y exponencial
recidiva cuando dejaron de ser tratados por el quimioterapico en cuestion. La
problemética de la recidiva observada en pacientes tratados con Temozolomida
puede deberse entre otras causas, muy posiblemente a fenédmenos de resistencia
frente al tratamiento con agentes alquilantes, como por ejemplo la sobreexpresion
de la enzima ADN-OG-metiIguanina metiltransferasa (MGMT) que repara la
fragmentacion del ADN provocada por la temozolomida (Citron et al., 1994;
Kokkinakis et al., 1997). La resistencia a agentes alquilantes también puede ser
debida a que los agentes quimioterdpicos que afectan a al ADN no suelen dafiar a
las células tumorales quiescentes, que pueden retomar su capacidad replicativa

después del tratamiento (Chauffert et al., 1998).

Finalmente realizamos estudios de sinergia farmacol6gica, combinando el Minerval
y la temozolomida en el tratamiento del glioma humano SF-767 en ratones
desnudos. Comprobamos que esta terapia combinada presentd una eficacia de

aproximadamente el 90% en la reduccién del volumen del tumor.

En conjunto estos resultados sugieren en primer lugar, que el Minerval es mas
eficaz y potente que la Temozolomida y podria constituir una terapia de primera
linea. Ademas, el Minerval funciona de forma muy eficaz en terapia combinada
con la Temozolomida, por lo que podria ser una estrategia terapéutica que
permitiria disminuir las dosis de los quimioterdpicos como la Temozolomida,
evitando asi su alta toxicidad.
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5.1.2. Eficacia del Minerval en un modelo de xenotrasplante de

cancer de pulmén no microcitico humano (A549)

El cancer de pulmdn es la primera causa de muerte en el mundo desarrollado,
provocando mas de un millén de muertes al afio (MacKinnon et al., 2010). Las
terapias actuales incluyen como tratamiento: la cirugia, la quimioterapia y la
radioterapia, por si solas o en combinacion (Mok et al., 2009).
Desafortunadamente, las terapias actuales no mejoran el pronéstico de la
enfermedad, siendo la tasa de supervivencia después de cinco afios de un 15% en
este tipo de cancer (Jemal et al., 2006). Una de las causas de la alta mortalidad es
la falta de marcadores para el diagnéstico temprano, aunque se estan
desarrollando en los ultimos afios (Bach et al., 2003; Belinsky et al., 2006;
Henschke et al.,, 2006). Asimismo, el arsenal terapéutico existente necesita
farmacos mas efectivos en el tratamiento de los distintos tipos de cancer de
pulmén existentes. La terapia con farmacos citotéxicos actualmente supone un
beneficio/riesgo muy reducido con bajos niveles de eficacia (Group, 1995).
Diferentes estudios moleculares de distintos tumores de pulmén, muestran que
cada uno de ellos contiene mas de 20 alteraciones genéticas o epigenéticas
(Sekido et al., 2003), lo cual dificulta la accion de los farmacos antineoplasicos
frente a dianas concretas.

El trabajo de investigacion llevado a cabo por Lladd et al. (2009), muestra la
eficacia del Minerval in vitro en células de cancer de pulmén no microcitico A549.
En este estudio se demostrd que el tratamiento de dichas células con Minerval
inhibia su proliferacion celular. En la presente tesis, se ha estudiado la eficacia del
Minerval in vivo en modelos de xenotrasplante de cancer de pulmdn no microcitico
humano. En este trabajo de investigacion, se ha observado que los tumores
inoculados subcutdneamente a ratones desnudos, presentan una reduccion del
volumen del tumor de un 60%. En este sentido, el Minerva ha demostrado una
mayor eficacia en la reduccion del tumor respecto a quimioterapicos utilizados

actualmente en esta patologia, como el Cisplatino y el Erlotinib (Tarceva).

Por ello los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, sugieren que el
Minerval podria ser un farmaco eficaz para el tratamiento del cancer de pulmén no

microcitico.
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5.2. Efecto del Minerval sobre la via EGFR/RAS

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un receptor tirosin
quinasa que induce la proliferacion celular. Su alteracion contribuye a la
resistencia observada en tratamientos con quimioterapia y radioterapia y es una de
las oncoproteinas mas utilizadas como diana terapéutica para el disefio de

farmacos antitumorales (MacKinnon et al., 2010).

Como ya se ha resefiado en la introduccion, la activacién de EGFR esté ligada a la
activacion de las vias de sefalizacion celular MAPK y PI3K/Akt (Lui y Grandis,
2002), promoviendo la actividad y expresion de proteinas promotoras del ciclo
celular como ciclinas y CDKs (Chuang y Ng, 1994; Diehl et al., 1998; Sherr, 1994;
Treisman, 1996), ademas de bloquear los inhibidores del ciclo celular de la familia
CIP/KIP (Maddika et al., 2007). Estas evidencias postulan EGFR como una diana
terapéutica muy prometedora en la cual se han focalizado numerosos estudios en
los ultimos afios (Huang et al., 2009; Nyati et al., 2006).

Un método terapéutico utilizado actualmente en la inhibicién de EGFR, se basa en
el uso de anticuerpos monoclonales como cetuximab y panitumumab, los cuales
se unen al dominio extracelular del EGFR. ElI mecanismo de accién de estos
anticuerpos monoclonales incluye: disminucion de la union de los ligandos a
EGFR, induccién de la internalizaciéon de EGFR vy citotoxicidad mediada por los
propios anticuerpos monoclonales (Goldstein et al., 1995). Estudios preclinicos
han demostrado una elevada eficacia en la sinergia de estos anticuerpos
monoclonales con quimioterapia y/o radioterapia en la inhibicién del crecimiento en
modelos de xenotrasplante de cancer de pulmdn no microcitico en ratones
desnudos (Steiner et al., 2007).

En este contexto, una nueva aproximacion terapéutica es la utilizacibn de
inhibidores tirosin quinasa, como el erlotinib y el gefitinib, los cuales se han
empezado a utilizar como tratamiento de primera linea, elevando la supervivencia
en pacientes con cancer de pulmoén no microcitico, no fumadores, respecto a la
quimioterapia con cisplatino (Mok et al., 2009). Se ha comprobado que la eficacia

aumenta en terapias combinadas, administrando gefitinib o erlotinib después del
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tratamiento con radioterapia y quimioterapia (cisplatino) (Gatzemeier et al., 2007;
Herbst et al., 2004).

Los resultados presentados en esta tesis doctoral, demuestran que el Minerval
disminuye significativamente, in vivo e in vitro, la fosforilacion de EGFR en células
de céncer de pulmon no microcitico y en glioma. El hecho de que el tratamiento in
vitro con Minerval no afecte a la fosforilacion de EGFR en células no tumorales
MRCS5, pone de manifiesto su baja toxicidad. Dado que se ha observado que el
30% de pacientes con mutaciones en EGFR, presentan resistencia a la terapia con
inhibidores de tirosin quinasas (Bell et al., 2005; Benedettini et al., 2010) y que
mas del 40% de pacientes con cancer de pulmén no microcitico o glioma
presentan mutaciones somaticas en el dominio tirosin quinasa de EGFR o
amplificaciones del gen (Kosaka et al., 2006; Liu et al., 2005; Lynch et al., 2004;
Pelloski et al., 2007) el Minerval seria aproximacion terapéutica eficaz para

abordar el tratamiento del cancer de pulmoén no microcitico y del glioma.

Diferentes trabajos de investigacion de finales del siglo XX, ponian de manifiesto
que quimioterapicos como el cisplatino o la doxorrubicina tenian como primera
diana la membrana lipidica, actuando sobre canales idnicos y transduccién de
sefiales celulares, lo cual contribuia a sus efectos antitumorales (de Wolf et al.,
1993; Grunicke y Hofmann, 1992; Posada et al., 1989). El cisplatino interactda con
fosfolipidos de membrana como la fosfatidilserina, con la cual forma complejos
estables que median en su citotoxicidad (Speelmans et al., 1996; Taylor et al.,
1995). La doxorrubicina se une concretamente a fosfolipidos aniénicos como el
acido fosfatidico y la fosfatidilserina (Goormaghtigh et al., 1980), induciendo el
desorden de sus cadenas acilicas (de Wolf et al., 1993). Ademas, la citotoxicidad
de un farmaco antitumoral esta4 relacionada, entre otros factores, con su
interaccién con la membrana plasmatica y los cambios en la estructura de dicha
membrana derivados de tal interaccion (Escriba et al., 1990; Escriba et al., 1995).
Es este contexto, diversos estudios llevados a cabo con antraciclinas, pusieron de
manifiesto que a concentraciones terapéuticas, estas incrementaban la fluidez de
la membrana (Lameh et al., 1989; Oth et al., 1987). Estos resultados concuerdan
con diferentes trabajos de investigacion que demuestran que células de cancer de
pulmén no microcitico A549 y células de adenocarcinoma colorectal HT29,

presentan mas o menos resistencia frente al cisplatino en funcion de la
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composicién y la fluidez de la membrana plasmatica (Huang et al., 2003; Lacour et
al., 2004).

Estos resultados concuerdan, con estudios sobre la accion del Minerval sobre
proteinas de membrana como PKCa, provocando su translocacion a la membrana,
su activacion y la regulacion de la expresién de proteinas implicadas en el ciclo
celular (Martinez et al., 2005b) asi como la translocacion de RAS de la membrana

al citoplasma observada en esta Tesis Doctoral.

En este contexto, se ha observado en estudios in vitro, la incorporacién del
Minerval a fosfolipidos de membrana (Martin et al., datos enviados para su
publicacién). Asimismo, en células tumorales tratadas con Minerval se indujo un
incremento de esfingomielina (SM) produciendo cambios en la composicion
lipidica de la membrana y por tanto en su fluidez (Barcelo-Coblijn et al., 2011). El
Minerval induce una activacién de la SMS, un componente clave en la membrana
que interactia con el colesterol y los glicerofosfolipidos participando en la
formacion y el mantenimiento de los microdominios de la membrana,
principalmente los denominados lipid raft (Barcelo-Coblijn et al., 2011; de Almeida
et al., 2003; de Almeida et al., 2005). Por tanto las modificaciones en el contenido
de SM inducidas por el Minerval podrian afectar a la sefializacién asociada a los
lipid rafts. Estos cambios en la membrana explicarian el cambio de distribucion de
la proteina G pequefia RAS, observado en el presente trabajo, provocando su
translocacion de la membrana plasmética al citoplasma, provocando asi la
inhibicion de la cascada de proliferacion de las MAPKs. El aumento de SM y de
Minerval en las membranas tienen evitan las interacciones EGFR/RAS y RAS/Raf,
ya que éstos contactos se producen en la membrana, inhibiendo asi las vias de
sefializacion aunque RAS esté activado de forma constitutiva. En este sentido,
otros estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la regulacion de
ciertos antitumorales ejercen sobre la membrana, provoca la traslocaciéon de
proteinas G heterotriméricas desde la membrana al citosol, interfiriendo asi en la
sefializacion celular (Escriba et al., 1995).

Las modificaciones en la fluidez de la membrana regulan diferentes vias de
sefializacion y por consiguiente funciones vitales celulares (Donner et al., 1990;

Iwagaki et al.,, 1994). Estos cambios en la membrana plasmatica suelen estar
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relacionados con la organizacién de los lipid rafts (Simons y Sampaio, 2011). Se
ha observado un acamulo del receptor de muerte celular Fas en los lipid rafts de la
membrana plasmatica celular (Delmas et al., 2003; Delmas et al., 2004; Gajate y
Mollinedo, 2001; Lacour et al., 2004). Estos resultados concuerdan con lo
observado en células de leucemia linfoblastica Jurkat tratadas con Minerval, las
cuales presentaban una agrupacion del receptor de muerte Fas en los lipid rafts de
la membrana celular (Llado et al., 2010). En este contexto, se ha observado una
redistribucion de los microdominios Lo/Ld en membranas modelo cuando se
encuentran en presencia de Minerval (Martin et al, Ibarguren et al, datos enviados

para su publicacion).

En este contexto, la sefalizacion mediada por EGFR se lleva a cabo en los
microdominios Lipid Raft de la membrana plasmatica (Simons y Toomre, 2000). Se
ha observado que lipidos como el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido
eicosapentanoico (EPA) modifican la composicion lipidica y disminuyen
significativamente la localizacién de EGFR en los lipid rafts (Rogers et al., 2010;
Schley et al., 2007), evitando asi la sefializacién de las vias que a través de EGFR
estimulan la proliferacién, la invasion y la metastasis (Carpenter, 2000; Kim et al.,
2001; Salomon et al., 1995). Recientemente, se ha comprobado que la actividad
de EGFR puede ser regulada mediante la modificacion de su entorno lipidico,
mostrando como la adicién del gangliosido GM3 inhibe la fosforilacion de EGFR
sin afectar a la union del ligando al receptor (Coskun et al., 2011), demostrando
que el entorno lipidico no afecta a la union de EGF al receptor sino que son las
interacciones entre EGFR y los lipidos de la membrana lo que afecta a la funcién
Tirosina Quinasa de EGFR (Coskun et al., 2011). La redistribucion y el aumento de
la fluidez de la membrana plasméatica producida por el Minerval, provocaria
también una redistribucion en los lipid rafts, que podria afectar a la sefializacién
canalizada por EGFR y a la rapida y marcada disminucion de la fosforilacién de
EGFR observada en células de cancer de pulmén no microcitico y en células de

glioma tratadas con Minerval.

En conjunto, estos resultados sumados a las observaciones constatadas
anteriormente en nuestro grupo de investigacion, sugieren que el incremento de
SM y Minerval en la membrana de las células tumorales, podrian ser el motor de

actuacion, afectando a la sefializacién de proteinas de membrana como EGFR y

161



Discusion

RAS que verian afectada su interaccién con otras proteinas de las cascadas de

sefializacion celular.

5.3. Efecto del Minerval sobre la vias MAPK y Akt-FoxO1

En el apartado anterior se ha descrito el efecto del Minerval sobre la activacion de
EGFR y Ras, que a su vez esta relacionada con la activacion de la via Akt (Li et
al.,, 1994). La via de sefalizacion de Akt se ha identificado como una potencial
diana terapéutica en el cancer de pulmén no microcitico, ya que frecuentemente
se encuentra activada de forma constitutiva en este tipo de cancer de pulmén
(David, 2001; Tang et al., 2006) y por tanto se le otorga un papel importante en la

carcinogénesis (Vivanco y Sawyers, 2002).

La activacion aberrante de la via Akt se correlaciona con resistencia al gefinitib y
con una peor prognosis en pacientes de cancer de pulmdn no microcitico
(Janmaat et al., 2003). Esto sugiere que lineas celulares resistentes al gefitinib
como la linea celular A549, que presentan mutaciones constitutivas en la
activacién de K-RAS, necesitan terapias con multiples dianas en la cascada de
proliferacion celular para conseguir una mayor efectividad en la inhibiciéon de la

misma.

En este trabajo de investigacion, se ha observado in vitro e in vivo, en cancer de
pulmén no microcitico A549 y en glioma humano SF-767, que el Minerval inactiva
la via de sefializacion mediada por Akt. Por el contrario, quimoterapicos de primera
eleccién en estos tipos de cancer como Cisplatino o el Erlotinib no inactivaron la

via de Akt in vivo.

El Minerval inhibié la fosforilacion de PDK1 en células de cancer de pulmén no
microcitico A549, in vitro e in vivo, evitando la fosforilaciéon del residuo Thr 308 que
y la fosforilacion del residuo Ser 473, ambas condiciones necesarias para la total
activacion de Akt (Alessi et al., 1996). Esta inhibicion del Minerval observada en la
fosforilaciéon de Akt fue acompafiada de un incremento en la expresion de la
fosfatasa PTEN, la cual regula negativamente la via de sefializacién mediada por
Akt (Stambolic et al., 1998).

Como ya se ha resefiado en la introduccién, Akt fosforila factores de transcripcién

de la familia FoxO, provocando su secuestro en el citoplasma e impidiendo su
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union al ADN. De esta forma, se inhibe la transcripcion de genes dependientes de
CIP1 y p27KIP1

Heide et al., 2004). En conjunto los resultados presentados en esta tesis doctoral,

FoxO, como p21 que regulan negativamente el ciclo celular (Van Der
demuestran que el tratamiento con Minerval en células de cancer de pulmén no
microcitico A549 y de glioma humano SF-767 inhiben la fosforilacion de Akt
promoviendo la entrada de FoxO1 al ndcleo, incrementando la expresion de los
y p27KIP1
contrario, el tratamiento con Minerval no afecto la localizacion de FoxO1 en células

genes de p21°™*

, que promueven la parada del ciclo celular. Por el
no tumorales MRC5, lo que demuestra su especificidad contra células no

tumorales.

La via de sefializacion de las MAPKs, en especial ERK, se encuentra activada por
sefiales de crecimiento que se unen a sus receptores en la membrana celular
(Lubinus et al., 1994) y su activacién provoca la fosforilacion y la inactivacién de
los factores FoxO (Roy et al., 2011). Asimismo la activacion constitutiva de RAS
y/o ERK promueven el crecimiento descontrolado y por tanto la carcinogénesis
(Marshall, 1995).

La localizacion de los factores FoxO puede verse regulada por la via de
sefializacion de las MAPKs, a través de su fosforilacién e inactivacion. En los
resultados presentados se ha observado que el Minerval inhibe la via de las MAPK
en células de cancer de pulmén no microcitico A549 y glioma humano SF-767,

regulando asi también la actividad de los factores FoxO.

En concordancia con estos resultados, experimentos aanteriores demostraron que
el Minerval inhibia la proliferacion celular en células de glioma SF-767 y células de
cancer de pulmén no microcitico A549, de forma dependiente de la dosis y el

tiempo, sin inducir apoptosis (Llado et al., 2009).

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo experimental demuestran
gue el Minerval induce la expresién de PTEN e inhibe la fosforilacién de Akt, ERK
y FoxO1, lo cual conduce a la parada del ciclo celular. Habiéndose demostrado en
la literatura cientifica que la via de Akt regula la progresion del ciclo celular
mediante la regulacion de los factores de transcripcion FoxO (Cappellini et al.,

2003) y con el conjunto de resultados experimentales presentados en este
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apartado, se puede deducir que el tratamiento con Minerval provoca la parada del

ciclo celular en G1 a través de la translocacion de FoxO1 al nucleo.

5.4. ElI Minerval induce parada del ciclo celular vy

diferenciacién celular in vitro e in vivo.

La mayoria de los gliomas presentan sobreactivacion de la via RAS/MAPK debido
a la activacion constitutiva o la sobreexpresion de receptores tirosin quinasas
(EGFR, PDGFR), RAS o Raf (Guha et al., 1997; Ohgaki y Kleihues, 2009; Parsa y
Holland, 2004; Tatevossian et al., 2010). Adem&s como se ha expuesto
anteriormente en la introduccion, las vias RAS/MAPK y PI3K/Akt estan implicadas
en la pérdida de diferenciacion celular, asi como en el incremento de la
proliferacion y la supervivencia celular, lo cual conlleva a la transformacion maligna
de las células de glia en gliomas (Harrisingh y Lloyd, 2004; Parsa y Holland, 2004;

Tatevossian et al., 2010).

En investigaciones anteriores llevadas a cabo por Martinez et al. 2005, se
observaba que el Minerval inhibia la expresion de las Ciclinas D1, D3 y E asi como
de CDK 2y 4 en células A549. Estos resultados concuerdan con lo descrito en el
apartado anterior donde se expone que la translocacién inducida por el Minerval,
en células de cancer de pulmén no microcitico A549 y de glioma SF-767, de

FoxO1 del citoplasma al nacleo aumenta la expresion de los inhibidores del ciclo

celular p21“"* y p27". In vivo, en xenotrasplantes de ratones tratados con
Minerval se observo también el aumento de la expresion de los inhibidores del
ciclo celular p21<** y p27".

Para confirmar esta hipotesis, se estudiaron ciclinas y CDKs implicadas en el
control del ciclo celular. Se observé que células de glioma humano SF-767
tratadas con Minerval inhibieron la expresion de las Ciclinas D1, D3 y Ciclina E, asi
como las CDKs 4, 6 y 2, induciendo la parada del ciclo celular en fase G1. A
continuacion, se investigoé la expresion de las ciclinas y CDKs en tejidos ex vivo de
xenotrasplantes de células SF-767, observando una significativa disminucion de
las Ciclinas D1, D3 y Ciclina E, asi como las CDKs 4, 6 y 2. Estos resultados
confirman la hipétesis de que el Minerval disminuye la proliferacién celular y este

podria ser uno de los posibles mecanismos responsables del no crecimiento de
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tumores observado in vivo, tanto de xenotrasplantes de células de cancer de
pulmén no microcitica A549 y glioma humano SF-767, en ratones desnudos
tratados con Minerval. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con

CPLy p27"'"! tanto en células

Minerval induce la sobreexpresion de CKls como p21
de glioma SF-767 como en células de pulmén no microcitico A549, asi como en
los xenotrasplantes de céancer de pulmon no microcitico y glioma humano en
1CIP1 y p27KIP1

aumentaron significativamente respecto a los tratados con vehiculo,

ratones desnudos tratados con Minerval, en los que los niveles de p2

Temozolomida, Cisplatino o Erlotinib.

Trabajos de investigacion anteriores en células de cancer de pulmén no
microcitico Ab549 tratadas con Minerval, pusieron de manifiesto que la

sobreexpresion de p21°™*

inducia la hipofosforilacion de pRb, lo cual evitaba la
liberacion del factor E2F1 en estas células (Martinez et al., 2005a). Estudios
posteriores en diferentes lineas celulares tumorales (A549, U118, Jurkat)
demostraron que el Minerval inhibe la enzima DHFR en estas células (Barcelo-
Coblijn et al., 2011; Llado et al., 2009). Para confirmar la hipé6tesis de que el
Minerval contribuye a la diferenciacién de células tumorales, como las células de
glioma SF-767, investigamos dos marcadores de diferenciacibn en

xenotrasplantes in vivo y ex vivo.

La literatura cientifica define ampliamente que los marcadores de diferenciacion de
las células de la glia, GFAP y Glutamina Sintetasa, se encuentran muy reducidos
en células de glioma indiferenciadas (de Hemptinne et al., 2004; Domowicz et al.,
2008; Eng et al., 2000; Rutka et al., 1994; Toda et al., 1994). La reduccion de
estos marcadores de diferenciacion se afectan directamente por la sobreactivacion
de la via MEK/ERK (Lind et al., 2006). En este contexto, para confirmar nuestra
hipétesis de que el Minerval induce la diferenciacion de células tumorales,
investigamos in vivo y ex vivo, los marcadores de diferenciacion celular GFAP y
Glutamina Sintetasa. Observamos in vivo que en xenotrasplantes de células de
glioma humano SF-767 de ratones desnudos tratados con Minerval, los niveles de
expresién de GFAP y Glutamina Sintetasa se incrementaron significativamente
respecto a ratones tratados con Temozolomida o tratados con vehiculo. Asimismo,
se observo in vivo mediante marcaje con sonda para Glutamina Sintetasa, que el

marcaje en los tumores de glioma humano SF-767 en ratones tratados con
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Minerval fue tres veces mayor que el marcaje de ratones tratados con vehiculo o
Temozolomida. Estos resultados concuerdan con otro trabajo de investigacion
(Terés et al. Datos no publicados), en el cual se observé in vitro en células de
glioma humano SF-767 un aumento en la expresién de GFAP y de Glutamina

Sintetasa.

Asimismo, se ha observado que los cambios en la composicién de la membrana
lipidica producidos por un aumento de esfingomielina en células de glioma
humano U118 tratadas con Minerval, contribuyen a la propension a formar fases
no lamelares en la membrana plasmatica (Barcelo-Coblijn et al., 2011), lo que
dificultaria la union de RAS a la membrana. Esto concuerda con lo descrito
anteriormente en esta Tesis Doctoral en la que se ha observado in vitro la
translocacién de RAS de la membrana plasmatica al citoplasma en células de
glioma humano SF-767 tratadas con Minerval con la subsiguiente inhibicion de la
via de las MAPKs. En base a todos los resultados comentados, investigamos la
via de las MAPKs en xenotrasplantes de glioma humano SF-767. Se observo que
los niveles de MEK y ERK disminuyeron significativamente mas de un 75% en
tumores de ratones tratados con Minerval, mientras que no se observaron cambios

en la fosforilacién de ERK en tumores de ratones tratados con Temozolomida.

En conclusién, nuestros resultados muestran que el Minerval no solo induce
parada del ciclo celular tanto in vivo como in vitro, sino que ademas induce

diferenciacion celular en células de glioma humano SF-767.

5.5. El Minerval induce autofagia en células de glioma y

xenotrasplantes de glioma humano.

La autofagia es un mecanismo alternativo de muerte celular (también denominada
muerte celular de tipo Il, para diferenciarlo de la apoptosis, que es denominada
muerte celular de tipo ), que puede vencer la resistencia a la apoptosis de algunos
tipos de cancer como el glioma (Lefranc et al., 2005). Los marcadores de autofagia
ATG5 y LC3B, son fundamentales para la formacion de autofagosomas y la
culminacion del proceso de autofagia (Ferraro y Cecconi, 2007). Los estudios
realizados por citometria de flujo en células de glioma humano SF-767 tratadas

con Minerval, indican que no se produce muerte celular por apoptosis. No se
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observé activacion/protedlisis de caspasas, ni degradacion de PARP ni un

incremento en el pico Sub-G1 del ciclo celular.

Por ello, investigamos los marcadores de autofagia ATG5 y LC3B in vitro e in vivo
en células de glioma humano SF-767. En células y en xenotrasplantes de glioma
humano SF-767, se observé un incremento significativo de los marcadores de
autofagia ATG5 y LC3B. El aumento de estos marcadores de autofagia no se
constaté en tratamientos con vehiculo o con Temozolomida. Estos resultados
concuerdan con la fosforilacion de pRB y la inhibicion de Akt observada en
tratamientos con Minerval de células y xenotrasplantes de glioma humano (células
SF-767) y cancer de pulmoén no microcitico (células A549). Estos resultados
vienen apoyados por el trabajo de Jiang et al. 2010 en el que demuestran que la
induccion de autofagia en glioma esta favorecida por la fosforilacion de pRB y la

inhibicién de Akt mediada por p27<'™*.

Por otra parte, estudios de microscopia electronica en células de glioma humano
SF-767 mostraron que células tratadas con Minerval presentaron una elevada
fragmentacion celular y liberacién de cuerpos citosolicos que contenian cisternas
del reticulo endopladsmico, las cuales aumentaron en funciéon de la dosis y el
tiempo de tratamiento con Minerval. Por tanto, los resultados obtenidos por
microscopia electrénica estan en concordancia con los procesos celulares tipicos

en autofagia.

En resumen, estos resultados ponen de manifiesto que el Minerval induce
autofagia en células de glioma humano SF-767, datos que también vienen
apoyados por el trabajo experimental de Marcilla-Etxenique et al. (enviado para su
publicacién) en el cual se muestra que el Minerval induce autofagia en células de
astrocitoma 1321N1 y no en células no tumorales de fibroblastos embrionarios de

pulmén humanos MRC5.
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5.6. El Minerval como posible farmaco candidato en la terapia

del cancer de pulmdn no microcitico y el glioma

En esta Tesis Doctoral se pone de manifiesto que el Minerval posee un efecto
antitumoral in vitro e in vivo en células de glioma humano SF-767 y en células de

cancer de pulmén no microcitico A549.

Los resultados obtenidos en este trabajo de experimentacion y en concordancia
con las publicaciones hasta la fecha en la literatura, muestran que el Minerval
actla sobre las principales vias de sefalizacién induciendo la diferenciacion y la
proliferacidon celular (Figura 58). Ademas, el Minerval actla sobre las vias de:
EGFR, RAS-MAPK y Akt-FoxO en células tumorales con mayor eficacia que los
quimioterapicos del actual arsenal terapéutico para el tratamiento del cancer
pulmén no microcitico y del glioma (Figura 58). Por otro lado, el Minerval no afectd

a estas vias en fibroblastos embrionarios de pulmén no tumorales MRC5.

Tampoco se observaron efectos adversos destacables del Minerval en estudios
regulatorios de toxicidad en raton, rata y perro (Tablas 5 y 6) sugiriendo ausencia

de toxicidad en los tratamientos con Minerval, tanto agudos como crénicos.

Una cuestion importante es porqué la misma molécula puede ser eficaz en dos
tipos de cancer tan alejados. Recientemente nuestro grupo de investigacion ha
demostrado que todas las lineas celulares tumorales estudiadas, presentan
niveles bajos de SM (esfingomielina) y aumento de PE (fosfatidiletanolamina)
(Barcelo-Coblijn et al., 2011). Esta composicidn de la membrana con ratios PE:SM
del orden de 5 a 7 (frente a valores de 0,8 a 1,5 en células no tumorales) permite
la activacion de ciertas proteinas de membrana implicadas en la proliferacion
celular. Asimismo, esta composicién de membrana es necesaria para el proceso
de citoquinesis, que acaba con la divisién de una célula madre en dos células hijas
(Emoto et al., 1996). Si los niveles bajos de SM parecen ser una caracteristica
comun a todas las células tumorales estudiadas hasta ahora, la activacion de la
SMS (esfingomielina sintasa) mediada por el Minerval y el consiguiente aumento
en los niveles de SM, pueden constituir un mecanismo terapéutico de amplio

espectro en el tratamiento de procesos oncoldgicos.
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En resumen, los resultados globales de esta Tesis Doctoral y las evidencias de
trabajos anteriores, sugieren que el Minerval por su baja toxicidad y su elevada
efectividad por via oral frente a quimioterapicos al uso en estas patologias, le
hacen un candidato a convertirse en un farmaco en el tratamiento del cancer de

pulmén no microcitico y el glioma.

Figura 58. Mecanismo de accién del Minerval. Las sefiales que inducen proliferacion celular,
pérdida de diferenciacion y supervivencia, son propagadas a menudo por los receptores Tirosin
Quinasas (EGFR) que activan RAS, que a su vez activa Raf. Entonces Raf activa MEK (MAPKK),
que finalmente fosforila y activa ERK (MAPK). La via de sefializacion RAS/MAPK regula
positivamente las vias PI3K/Akt y Ciclinas/CDKs. Las alteraciones en los dominios l, y g
inducidas por el Minerval, provoca la traslocacién de RAS al citosol evitando las interacciones
entre RTK-RAS y RAS-Raf (que solo se dan en la membrana plasmatica) y evita la sefializacién
de las vias mencionadas anteriormente. MLT: membrane lipid therapy (Terapia Lipidica de

membrana).
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Conclusiones

Las conclusiones principales de esta Tesis son las siguientes:

1. La administraciéon crénica del Minerval reduce la progresién de tumores en
ratones desnudos inoculados con células de glioma humano SF-767 y cancer
de pulmén no microcitico A549 y no es seguida de recidiva tras la finalizacién
del tratamiento. La eficacia de este compuesto es superior a la de farmacos
de referencia en el tratamiento del glioma y del cancer de pulmoén. Los
tratamientos combinatorios con dichos farmacos de referencia han mostrado

tener una eficacia muy elevada.

2. El Minerval regula importantes vias de sefalizacién celular sin afectar a

células no tumorales:

a. El Minerval inhibe la via de sefalizacion EGFR-Akt in vivo e in vitro en
células de glioma humano SF-767 y cancer de pulmén no microcitico
A549.

b. El Minerval induce parada del ciclo celular in vivo e in vitro en células de
glioma humano SF-767 y cancer de pulmén no microcitico A549,

regulando la localizacién del factor de transcripcién FoxO1.

c. El Minerval inhibe la via de sefalizacion MAPKs in vivo en células de
glioma humano SF-767 e in vitro en células de céancer de pulmén no

microcitico A549.

3. La regulacion de estas vias de sefializacion provocada por el Minerval, da

lugar a:

a. El Minerval incrementa los marcadores de diferenciaciéon celular GFAP y
Glutamina Sintetasa en tumores derivados de células de glioma humano
SF-767.

b. El Minerval induce autofagia in vivo e in vitro en células de glioma humano
SF-767.

4. La administracién aguda y/o crénica del Minerval no presenta efectos toxicos

ni en ratén, ni en rata ni en perro.
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5. Por todo esto, el Minerval podria constituir una herramienta terapéutica muy
eficaz en el tratamiento del glioma, cancer de pulmdn no microcitico y
probablemente otros tipos de cancer. Esto ha sido constatado por la Agencia
Europea del Medicamento (EMEA), que recientemente ha otorgado al
Minerval el estatus de farmaco huérfano para el tratamiento del glioma en

base a su mayor eficacia y nula toxicidad.
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