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El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. El
tipo mas frecuente es el cancer colorrectal. La terapia génica es una estrategia
prometedora para el tratamiento avanzado del cancer y consiste en la introduccion
de material genético en el interior de un tejido u drgano con la intencion de
producir un efecto bioldgico que permita prevenir o tratar una enfermedad.
Siguiendo el estudio en este campo, los objetivos que se plantearon en este
proyecto fueron: construccion de vectores retrovirales de expresion inducible en
células eucariotas que integraran correctamente los genes gef y apoptina,
optimizar las condiciones adecuadas de transduccion del vector inducible con el
inserto gef y/o apoptina y valorar su expresion en células tumorales, analizar sus
posibilidades como terapia génica antitumoral usando la linea DLD1 de
carcinoma de colon, analizar los efectos de la expresion controlada de los genes
gef'y/o apoptina en las células tumorales , estudiar el mecanismo de accion de los
citados genes y determinar el efecto potenciador que la terapia génica, pudiera
ejercer sobre agentes antitumorales clasicamente usados en el tratamiento del
cancer de colon, asi como seleccionar la terapia combinada que consiguiera el

tratamiento mas eficaz.

Trabajamos con la linea celular DLD1 de carcinoma colorrectal y para la
construccion de los vectores se uso el sistema RevTet-On que incluye los vectores
pRevTet-On y pRev-TRE, y la linea celular RetroPack PT67. El plasmido
pRevTRE fue digerido con las endonucleasas de restriccion BamH 1 y Hind III y
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se obtuvo una amplificacion de 170 pb
correspondiente al gen gef y 473 pb correspondientes al gen apoptina, que
clonamos en el plasmido pRevTRE. El vector y el inserto se sometieron a una
reaccion de ligacion de extremos cohesivos. El corte con las mismas enzimas de
restriccion, permitid la orientacion adecuada de los insertos. Con los productos de
ligacion se transformaron bacterias Escherichia Coli competentes v,

posteriormente, se procedid a la extraccion de los plasmido. PrevTRE-gef y
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pRevTRE-apoptina se transfectaron, mediante liposomas en las PT67. Se inici6 la
seleccion con higromicina (0.4mg/ml) pasadas 6 horas de la transfeccion. Las
células DLD1 fueron transfectadas con pRevTet-On, mediante liposomas, usando
FuGENE™6 vy seleccionadas con geneticina (Img/ml). Una vez terminado el
proceso de seleccion, las células, a las que llamamos DLD1/Tet-On, fueron
infectadas con los retrovirus generados por las PT67-pRevTRE-gef y pRevTRE-
apoptina. Para favorecer la infeccion el medio fue suplementado con polybrene
(filtrado). Tras dos semanas de seleccion con higromicina (0.4mg/ml y 0.2mg/ml)
conseguimos obtener las lineas celulares DLD1/Tet-On-gef y DLD1/Tet-On-
apoptina. Sobre la linea DLD1/Tet-On-gef, se repitio el proceso para conseguir su
infeccion con pRevTRE-apoptina, consiguiendo la linea DLD1/Tet-On-gef-
apoptina. Provocamos la expresion de los genes gef y apoptina mediante
doxiciclina. Mediante extraccion de ARN y RT-PCR objetivamos la amplificacion
del fragmento de 170 pb correspondiente al gen gef'y la del fragmento de 473 pb
correspondiente al gen de la apoptina. Realizamos estudio de proliferacion,
deteccion de la apoptosis mediante tincién con anexina V-FITC y yoduro de
propidio, estudio del ciclo célula y andlisis ultraestructural. Para valorar el
mecanismo de accion de ambos genes realizamos la medida del potencial de
membrana mitocondrial, y estudiamos la expresion proteica de las caspasas 3,9y
8, asi como el citocro ¢, bax y p53. Finalmente realizamos estudios para el calculo
de la ICsy con 5 Fluorouracilo, Oxaliplatino e Irinotecan. En la linea control
(DLD1) y en las lineas transducidas e inducidas. Posteriormente desarrollamos
estudio de proliferacion y de apoptosis en todas las lineas, tratadas, tanto con

monoterapia como con politerapia, asociando varios farmacos.

A la vista de nuestros resultados concluimos lo siguiente: que la
construccion basada en el sistema RevTet-On que incluye a los genes gef o
apoptina, permite su transduccion en células eucariotas y posibilita el control de
su expresion mediante la induccion con doxicilina, que la infeccion mediante

estos vectores retrovirales permitio la obtencion de las lineas estables DLD1/Tet-



Blanca Caceres Granados Resumen

on-gef, DLD1/Tet-On-apoptin y DLD1/Tet-On-gef-apoptina, que la co-expresion
de gef vy apoptina provoca una reduccién significativa de la tasa de proliferacion
en la linea DLD1/Tet-On-gef-apoptina mayor que la que provocan gef o apoptina
solos, que la co-expresion de gef y apoptina provoca modificaciones tipicas de
muerte celular programada o apoptosis y un aumento significativo de células en

fase G2-M y fase S acompafiada con una concomitante disminucion de la fase G

en comparacion con las células control y con las células que expresan los genes
gef o apoptina por separado, que la co-expresion de los genes gef y apoptina
provoca la activacion de la apoptosis mediante la via intrinseca e extrinseca, que
la co-expresion de los genes gef y apoptina sensibiliza las células frente a los
farmacos antitumorales usados en el tratamiento del cancer de colon y que la
combinacion gef-apoptina/5SFU-OXA-IRI muestra mejores resultados que una
terapia Unicamente con farmacos. Los resultados experimentales con los genes
suicidas gef'y apoptina abren la puerta a una nueva posibilidad terapéutica con el
desarrollo de protocolos de terapia génica solos o en combinacidon con agentes

citotoxicos.
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El cancer se entiende como un proceso 16gico y coordinado en el que una
célula sufre cambios y adquiere capacidades especiales diferentes de las células
normales. Segun el consenso de la comunidad cientifica, el cancer no es una sola
enfermedad, sino un grupo heterogéneo de enfermedades con diferentes tipos de
alteraciones genéticas y epigenéticas que culminan en una proliferacion celular
desmedida (Ogino y Goel. 2008). De esta forma, las cé€lulas cancerosas no estan
sujetas a las restricciones normales de proliferacion celular, impuestas por la

biologia celular y tisular.

El desarrollo del céancer requiere la adquisicion de seis propiedades
fundamentales: insensibilidad a las sefiales anti-proliferativas, evasion de la
apoptosis, potencial de replicacion y proliferacion ilimitado, mantenimiento de la
vascularizacion y, en caso de malignidad, invasion de tejidos y metastasis
(Rakoff-Nahoum, 2006). Estas alteraciones suelen ser consecuencia de la
exposicion a carcindgenos o a deficiencias en los procesos de reparacion del
ADN. Pueden ser alteraciones esporadicas o mutaciones en un gen que se
encuentra en mas de un individuo dentro del mismo grupo familiar. (Van Allen y

cols., 2013; Jallepalli_y Lengauer, 2001; Vogelstein y Kinzler, 1993)

El céncer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo.
Segun datos de la OMS, esta enfermedad provoca la muerte de unas 7.6 millones
de personas cada afio y se estima que para el 2030 la cifra aumente a 11.3
millones. La Sociedad Espanola de Oncologia Médica augura para el afio 2015
una incidencia global de cancer para la poblacion espafiola de 222.069 personas
(136.961 hombres y 85.108 mujeres), siendo el tipo mas frecuente el cancer
colorrectal, por delante, en términos globales, del cancer de pulmoén y el de mama.
La tasa de mortalidad espafiola por cancer en general es una de las mas bajas de la

UE con 153 defunciones por 100.000 habitantes (INE 7/2012). La supervivencia a
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los 5 afnos en Espafia serd similar a la media europea siendo los tumores

responsables del 41.9% de los afios potenciales de vida perdidos (INE 7/2012).

1. CANCER COLORRECTAL

El céancer colorrectal es la segunda causa mas comun de muerte por cancer
en muchos paises industrializados (Puglisi y cols., 2013; Manzano y Pérez-
Segura, 2012; Fabrizi y cols., 2010). Es la segunda neoplasia mas frecuente en
ambos sexos, después del cancer de pulmén en hombres y de mama en mujeres
(Sameer, 2013; INE, marzo 2012; INE, julio 2012). En Espafa, supone un
problema de salud de primer orden dada su alta incidencia (31 casos / 100.000
habitantes en varones y 19,6 casos / 100.000 habitantes en mujeres) y
morbimortalidad (Proceso Asistencial Integrado cancer colorrectal, SAS 2011).
En Andalucia, en el afio 2009, la tasa de morbilidad por cancer colorrectal fue de
70 casos por 100.000 habitantes. En 2008 supuso 3,6% de todas las defunciones
(Proceso Asistencial Integrado cancer colorrectal, SAS 2011). En Granada en el
periodo de 2005 a 2009 se registraron 22.772 casos de céncer (Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica de Andalucia, febrero 2013).

1.1. ETIOLOGIA Y PATOGENIA

El desarrollo del cancer colorrectal es un proceso complejo que implica
multiples vias moleculares (Manzano and Pérez-Segura, 2012). La mayor parte de
los cénceres colorrectales derivan de polipos intestinales. Se le llama pdlipo a
todo tumor que protruye de la pared a la luz intestinal. Desde el punto de vista
histologico los polipos se dividen en: adenomatosos (suponen el 67%),

hiperplasicos (el 11%), y una miscelanea que incluye polipos inflamatorios,



Blanca Caceres Granados Introduccion

hamartomatosos, juveniles mucosos y otros no mucosos (suponen el 22% del
total) (Farreras-rozman, 2012; Bacchiddu y cols., 2012; Rivero y cols., 2012).
Soélo los polipos adenomatosos son claramente premalignos y malignizan en un

porcentaje bajo (1%) (Castafio Pinto y cols., 2011).

En la patogenia del cancer colorrectal intervienen tanto factores genéticos

como ambientales.

1.1.1. Factores genéticos:

Aproximadamente el 20% de los casos de cancer colorrectal tienen
agregacion familiar con més de dos miembros de la familia de primer grado
afectados, mientras que el 5-10% se producen en el contexto de un sindrome
hereditario (Lynch y De la Chapelle, 2003).

El estudio del ADN obtenido de los polipos adenomatosos, las lesiones displasicas
y los polipos con focos microscopicos de células tumorales (carcinoma in situ), ha
puesto de manifiesto algunas alteraciones moleculares que suponen un proceso de
multiples etapas en la trasformacion de la mucosa sana del colon al carcinoma
invasor, como se aprecia en la Figura 1. La inestabilidad de los microsatélite,
secuencias pequenas y repetidas de ADN, facilita la aparicion del céancer, al
incrementar la frecuencia de mutaciones en determinados oncogenes y genes
supresores de tumores. Segun este esquema, se produce activacion de los
oncogenes como KRAS e inhibicion de los genes supresores de tumores como
APC, SMAD4 y P53, como se puede ver, esquematicamente en la Figural
(Sameer 2013; Benson y cols., 2013; Fayez Sandouk y cols., 2013; Muzny y cols.,
2012; Laurent-Puig y cols., 2010; Sameer y cols., 2010). La acumulacién de las
alteraciones en estos genes, independientemente del orden en que se adquieran, es

responsable de la transformacion neoplasica (Laurent-Puig y cols., 2010).
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Figura 1: Esquema explicativo del desarrollo del cancer colorrectal. Fuente (Fayez Sandouk y
cols. 2013)

La localizacion de la mutacion depende del tipo de carcinoma de colon. Asi pues,
en el caso de la poliposis adenomatosa familiar (PAF) se conoce la herencia
dominante de la mutacién de la linea germinal en el gen oncosupresor APC en el

cromosoma 5 (Kinzler y cols., 1991).

En el caso del cancer de colon hereditario sin poliposis (HNPCC), también
llamado sindrome de Lynch, se han encontrado mutaciones germinativas en los
genes MSH2 y MLHI1, que comprenden méas del 60% de los casos de HNCPP.
Las mutaciones en los genes MSH6 y PMS2 son menos frecuentes (Manzano and
Pérez-Segura, 2012; Farreras-Rozman, 2012; Diggs y cols., 2011; Peltoméki y
Vasen, 2004). En la Tabla 1 se muestran los diferentes sindromes que predisponen

al cancer colorrectal y las mutaciones relacionadas con dichos sindromes.
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Sindrome Gen Cromosoma Mecanismo Neoplasia
herencia

Poliposis adenomatosa APC 5921 AD Adenoma intestinal y

Familiar cancer colorrectal
Cancer de colon sin | MSH2 2pl6 AD Carcinoma de colon,
poliposis MLH1 3p21.3 endometrio, ovario,
MSH6 2pl6 estomago, intestino

PMS2 7p22 delgado y uréter.

Poliposis juvenil SMAD4 | 18q21 AD Canceres de vias
gastrointestinales y
pancreas.

Sindrome de Turcot APC 5q AD Cancer de colon vy
tumores cerebrales
Sindrome de Peutz- STKII 19p13 AD Polipos en intestino
Jeghers delgado 'y grueso vy
estomago. Rara la
malignizaciéon.  Tumores
de ovario, mama, pancreas
y endometrio.

Tabla 1: Sindromes de predisposicion al cancer colorrectal y genes vinculados. AD: Autosémico
dominante.

1.1.2. Factores ambientales.

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que los factores
ambientales, particularmente la dieta, juegan un papel importante en la
susceptibilidad al cancer de colon (Tuominen y cols., 2013). Se estima que la
mayoria de los casos de cancer de colon esporadico se pueden atribuir a la dieta
(Ou y cols., 2013). El cancer colorrectal esporadico tiene la misma etiologia
genética como FAP, pero las mutaciones en el gen APC son somadticamente
adquiridas durante la vida de un individuo. Dafios esporadicos en genes parecen
jugar un papel importante en el desarrollo del 90% de los casos de cancer de colon
(Diggs y cols., 2011). El consumo de una dieta rica en carnes y baja en fibra
aumenta la entrega de los residuos proteinicos, que promueven la fermentacion
proteolitica con la produccion de compuestos amoniacales y acidos grasos de

cadena ramificada, con efecto inflamatorio, y pueden aumentar el riesgo de cancer
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de colon (Windeyy cols., 2012; Waldecker y cols., 2008). Por otra parte, la
ingestion de grasas animales hace aumentar la proporcién de anaerobios en la
flora intestinal lo que supone la transformacion de los acidos biliares normales en
cancerigenos (Bernstein y cols., 2011). Es sabido que las personas obesas tienden
a desarrollar resistencia a la insulina. Cuando ésta se eleva en sangre se origina
una mayor concentracion del factor de crecimiento tipo insulina I (IGF I), que, al
parecer, estimula la proliferacion de la mucosa intestinal (Othman y cols., 2013;
Giovannucci, 2007). Estd demostrado que el consumo de cantidades elevadas de
alcohol y de tabaco suponen un aumento de la incidencia. (Nordenvall y cols.,

2011).

Otros factores de riesgo son enfermedad inflamatoria intestinal,

ureterosigmoidostomia y bacteriemia por streptococcus bovis.

Se han estudiado diversas sustancias que pudieran ser inhibidoras del
cancer de colon, tales como: fibras, vitamina A y D, acido f6lico, calcio,
antioxidantes. Ademads, existen perspectivas prometedoras para algunas sustancias

tales como fito-estrogenos (Lofano y cols., 2013).

1.2. MANIFESTACIONES CLINICAS

La clinica dependera de la localizacion del tumor. Si afecta al colon
proximal (ciego, colon ascendente y transverso), se puede producir un sangrado
de manera intermitente que desencadene una anemia ferropénica microcitica e
hipocromica, que a su vez se manifieste como cansancio, disnea e incluso angor.
A nivel del colon transverso, el tumor puede estenosar la luz intestinal y produce
dolor tipo colico, alternancia de diarrea y estrefiimiento y una obstruccion

completa o una perforacion. Si afecta al colon distal (colon descendente, sigma y
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recto), los sintomas serian sangrado (rectorragia y hematoquecia), dolor a nivel
rectal o tenemos, alteraciones del habito intestinal, diarrea o mucosidad en las
heces (Jiang y cols., 2013; Ristvedt y cols., 2013; Majumdar y cols., 1999). La
localizacion mas frecuente es a nivel rectal, le sigue en frecuencia colon sigmoide
y ciego y el resto de casos se reparten en proporciones similares por el resto del
colon (Hady y cols., 2013; Netter, 2003). El reconocimiento temprano de los
sintomas es fundamental para poder realizar un diagndstico precoz, aunque no
siempre ocurre que sean reconocida adecuadamente la sintomatologia, por este
motivo se han llevado a cabo campanas para familiarizar a la poblacidén general y

a subgrupos de pacientes, con la misma (Weller y cols., 2012; Richards, 2009)

1.3. DIAGNOSTICO

La clinica dard la voz de alarma ante un posible proceso de céancer
colorrectal. Se realizara historia clinica y exploracion completa (incluido tacto
rectal). Es muy importante valorar los antecedentes personales y familiares,
identificando el nimero de familiares afectos, el grado de parentesco y la edad en
el momento del diagndstico del cancer colorrectal o cancer relacionado (Esteva y

cols., 2013).

1.3.1. Exploraciones complementarias vy pruebas diagndsticas

Las primeras pruebas complementarias que hay que solicitar son
hemograma, bioquimica, coagulacion y colonoscopia. El estudio de sangre oculta
en heces puede realizarse también desde las consultas de atencion primaria. Sin
embargo, tiene limitaciones ya que es negativo en aproximadamente un 50% de
los pacientes con cancer colorrectal demostrado, debido a que las hemorragias

suelen ser intermitentes. En cualquier caso, si se tiene una prueba de sangre en
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heces positiva el paciente debe someterse a un enema opaco, sigmoidoscopia o
colonoscopia (de Wijkerslooth y cols., 2011; Barrett y McKenna, 2011; Walsh y
Terdiman, 2003). La colonoscopia, es la prueba de eleccién ya que permite un
examen completo del colon pudiendo identificar tumoraciones y descartar la
presencia de lesiones sincronicas, ademas de la posibilidad de obtener biopsias y
la exéresis de algunas lesiones (Tiwari y cols., 2012; de Wijkerslooth y cols.,
2011; Barrett y McKenna, 2011). Esta prueba posee una sensibilidad del 95% con
infimos falsos positivos. Sus mayores inconvenientes son la incomodidad que
genera en el paciente y la posibilidad de perforacion de colon que ocurren el 0.1-
0.3% (Regula y cols., 2006; Nelson y cols., 2002). Cuando el paciente no tolera o
rechaza la colonoscopia, debe realizarse un estudio baritado del intestino, mas

sensible si se hace con doble contraste.

Una vez diagnosticado se debe realizar un estudio de extension mediante
la realizacion de TAC con contrataste de térax, abdomen y pelvis, salvo
contraindicaciones. A partir de la informacion aportada por el TAC se decidira si
son necesarias otras pruebas para el estadiaje. Debe plantearse la realizacion de
Resonancia Magnética a los pacientes con cancer de recto, salvo
contraindicaciones, para evaluar el riesgo de recurrencia local (de Wijkerslooth y
cols., 2011). Si estuviera contraindicada, debe plantearse ecografia endorrectal.

Debe solicitarse niveles del antigeno carcinoembrionario (CEA) (PAI, 2011).

1.3.2. Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son sustancias biologicas o bioquimicas que
surgen como respuesta del organismo ante cierto tipo de tumores. Tienen varias
aplicaciones en el tratamiento de pacientes con cancer colorrectal ya que juegan
un importante papel en la deteccion y el diagnostico, la estadificacion,

determinacion del prondstico después de la terapia, la monitorizacion del

10
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seguimiento y diagnostico precoz de las recidivas (Bacolod and Barany, 2011;
Pokorny y cols., 2000). Actualmente existen varios marcadores tumorales para el

cancer colorrectal, los més importantes son:

1.3.2.1. Antigeno carcinoembrionario

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una proteina oncofetal que se
encuentra elevada con frecuencia en el cancer colorrectal, pero también en otros
tumores como el cancer de mama, pancreas, pulmoén (Arrieta Rodriguez y cols.,
2013; Bolocan y cols., 2012; Ilantzis y cols., 2002) También se eleva en
enfermedades no cancerosas como son la hepatitis, la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, pancreatitis, enfermedad inflamatoria intestinal o la artritis
reumatoide. El consumo de tabaco también puede elevar sus niveles (Bolocan y
cols., 2012). El rango de normalidad de sus niveles en sangre, depende del
laboratorio, pero un nivel mayor de 5.5ng/ml, incluso en fumadores, es mayor de
lo normal. El grado de elevacién puede correlacionarse con el estadio del tumor,
valores superiores a 20ng/ml pueden ser indicativos de enfermedad avanzada

(Sturgeon y cols., 2008).

1.3.2.2. El antigeno carbohidrato 19-9

El antigeno carbohidrato 19-9 (CA 19.9) se emplea de forma
complementaria al CEA. Es una mucina, que inicialmente se detectd en cancer
colorrectal pero también se ha identificado en el cancer de pancreas, géstrico y de
vias biliares. Al igual que el CEA también se eleva en enfermedades no
cancerosas como enfermedades de la glandula tiroides, artritis reumatoide,
enfermedad inflamatoria intestinal y en las pancreatitis. Los niveles normales en

sangre estan por debajo de 37u/ml (Bolocan y cols., 2012). En las etapas mas

11
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iniciales de la enfermedad su nivel suele ser normal, por lo que si aparece un nivel
elevado en un paciente con diagndstico reciente, implica que puede tener la

enfermedad en estado avanzado (Bolocan y cols., 2012).

1.3.3. Factores de pronostico auxiliares

Segun Farreras-Rozman (2012) la supervivencia tras una reseccion
quirtrgica radical es del 40% a los 5 afios, siendo el estadio tumoral el principal
factor que condiciona el prondstico. Los parametros que auguran mal prondstico
tras la reseccion quirurgica son la diseminacion del tumor a los ganglios linfaticos
regionales, el numero de ganglios regionales afectados, el tumor que atraviesa la
pared intestinal, escasa diferenciacion histologica, perforacion, adherencia del
tumor a Organos vecinos, invasion venosa, elevacion preoperatoria de CEA,
aneuploidia y supresion cromosomica especifica (pérdida alélica en el cromosoma

18q) (Longo, 2012).

1.4. CRIBADO

El Consejo de la Unidon Europea indic6, en 2003, una recomendacion sobre
la necesidad de instaurar programas de cribado en patologias como el cancer de
mama, cuello uterino y céncer colorrectal, animando a los paises miembros de la
Union Europea a ponerlos en marcha (Quirke y cols., 2011). Siguiendo el Proceso
Asistencial Integrado de céncer colorrectal andaluz, en su segunda edicion de

2011, las recomendaciones de cribado basado en colonoscopia serian:

- Para: individuos con 2 o mas familiares de primer grado (padres, hermanos e

hijos) con una neoplasia colorrectal son tributarios de cribado cada 5 afios a partir

12
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de los 40 anos de edad (o 10 afos antes de la edad de diagnostico del familiar

afecto mas joven, lo primero que ocurra).

- Para individuos con un familiar de primer grado afecto de neoplasia colorrectal,
el cribado debe realizarse a partir de los 40 afios. Si la edad de diagnostico del
familiar fue antes de los 60 afios de edad debe realizarse cada 5 afios y si fue igual

o superior a 60 afios el cribado se realizara cada 10 afios.

- Para individuos con 2 o mas familiares de segundo grado (abuelos, tios y
sobrinos), afectos, el cribado se iniciara a los 40 afos, repitiéndolo cada 10 afios.
Si s6lo existe un familiar en segundo grado afecto se seguirdn las

recomendaciones existentes en la comunidad para la poblacion de su edad.

- En los individuos con sindrome de Lynch debe realizarse una colonoscopia cada
1-2 afos a partir de los 20-25 afos de edad, o 10 afios antes de la edad de
diagnostico del familiar afecto mas joven (lo primero que ocurra).

Ademas, estos individuos tienen un mayor riesgo de neoplasias extracoldnicas por
lo que el cribado de las mismas debe individualizarse en funcion de la

predisposicion familiar para una determinada neoplasia.

- Si los familiares son en tercer grado (bisabuelos y primos) se seguiran las

recomendaciones existentes en la comunidad para la poblacion de su edad.

- En el cribado de pacientes asintomaticos no hay consenso. La American Cancer
Society propone realizar estudios anuales de deteccion de sangre oculta en heces y
sigmoidoscopia flexible cada cinco afios a partir de los 50 afios o colonoscopia

cada 10 afios (Longo, 2012).

13
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1.5. ESTADIAJE
La clasificacion de Dukes (Cerullo y cols., 2012; Sales y Parc, 1994; Jass y
Morson, 1987) y el sistema tumor/ganglios linfaticos/metastasis o TNM (Hu y

cols., 2011) son los sistemas de estadificaciéon mas usados.

1.5.1. Clasificacion de Dukes

La clasificacion pronostica de Dukes, a pesar de tener limitaciones como
no tener en cuenta el numero de ganglios linfaticos afectados ni los factores
clinicos, sigue siendo el sistema que mejor predice la supervivencia de los

pacientes (Cerullo y cols., 2012; Jass y Morson, 1987;).

— Dukes A: El tumor queda limitado a la pared sin invadirlo ni afectar a los
ganglios linfaticos. El cancer esta limitado a la capa muscular, mucosa y
submucosa

— Dukes B: El tumor invade la pared pero siguen sin afectarse los ganglios
linfaticos. B1: El cancer se extiende hacia dentro de la capa muscular pero no la
atraviesa.

B2: El cancer atraviesa la capa muscular pero no afecta a ganglios linfaticos.

— Dukes C: Afectacion de los ganglios linfaticos.

C1: El cancer se extiende hacia dentro de la capa muscular pero no la atraviesa, e
invade ganglios linfaticos.

C2: El céancer atraviesa la capa muscular e invade ganglios linfaticos.

— Dukes D: Presencia de metastasis en 6rganos: higado, pulmoén o huesos.

1.5.2. Sistema tumor/ganglios linfaticos/metastasis o TNM

14
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El sistema TMN se basa en la extension anatomica de cancer. Es
relativamente complejo y parece ser el mas objetivo aunque no tiene en cuenta los

factores pronosticos asociados al cancer (Hu y cols., 2011).

T: Hace referencia a la extension del tumor primario.
N: Indica la afectacion de los ganglios linfaticos.

M: Presencia o ausencia de metastasis a distancia en el momento del diagnostico.

1.6 TRATAMIENTO

La no existencia de un tratamiento Unico en el cancer colorrectal
demuestra la necesidad de encontrar nuevas vias de tratamiento. Actualmente los

tratamientos aceptados son los que se describen a continuacion.

1.6.1. Cirugia

El tratamiento quirargico sigue siendo la primera opcion terapéutica. La
extension de la colectomia, dependera de la localizacion del tumor y de la
reseccion vasculolinfatica necesaria para una actuacion curativa. Por lo general se
precisa dejar un margen de seguridad de al menos 5 centimetros en el cancer de
colon (Deo y cols., 2012; Roig y cols., 2003) En neoplasia de colon derecho, se
realiza una hemicolectomia derecha y anastomosis ileocélica manual o mecanica.
En el caso de neoplasia de colon transverso se efectia una hemicolectomia
derecha ampliada. En la neoplasia de colon izquierdo se realiza una
hemicolectomia izquierda y anastomosis manual o mecanica. En neoplasia de
colon sigmoideo se efectua una sigmoidectomia de los vasos sigmoideos o
mesentéricos inferiores respetando colica izquierda. Y por ultimo, en neoplasia de

union rectosigmoidea se realiza una reseccion anterior baja. En el caso del cancer
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de recto no complicado el margen de seguridad, en algunos casos, puede reducirse

alcm.

La Cirugia laparoscopica ha sido avalada por multiples estudios como una
alternativa segura y efectiva a la cirugia convencional abierta. Esta via se asocia a
una disminucion de los requerimientos analgésicos en el postoperatorio inmediato
y de la duracion de la estancia hospitalaria. (Boutros y cols., 2013; Grailey y cols.,
2013; Zanghi y cols., 2013; Jayne y cols., 2010; Prakash y cols., 2010; Martinel y
cols., 2009)

1.6.2. Quimioterapia.

En un principio, el 5 fluorouracilo (5-FU) era la tnica quimioterapia
citotoxica util en el entorno adyuvante para los pacientes en estadio IIl. Ya en los
noventa, se evidencié el beneficio de utilizar 5-FU en combinacion con
leucovorin, posteriormente se introducen las terapias combinadas afiadiendo
Oxaliplatino, Irinotecan o Capecitabina (André y cols., 2004; Van Cutsem y cols.,
2001; Douillard y cols., 2000; de Gramont y cols., 2000). Se ha visto que la poli-
quimioterapia produce mayor beneficio que la monoterapia en cancer colorrectal y
se realizan estudios para determinar las combinaciones que den mejores
respuestas. El tratamiento adyuvante con quimioterapia estaria indicado para
casos diferentes al estadio I, es decir a partir del estadio II (Cersosimo RJ, 2013;

Oki et y cols., 2013).

1.6.2.1. 5 Fluorouracilo

El 5-FU (Figura 2) sigue siendo la base de la quimioterapia. Esta indicado

en el tratamiento paliativo de algunos tipos de céncer, como el de colon, es6fago,

estomago, recto, mama, tracto biliar, estdbmago, cabeza y cuello, de cuello uterino,
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de pancreas, de células renales, y carcinoide (Longley y cols., 2003). Es un
antimetabolito de pirimidina, que bloquea la sintesis del ADN mediante la
inhibicion de la timidilato sintetasa (TS), siendo especifico de la fase S del ciclo
celular (Gomez-Monterrey y cols., 2013). El farmaco actia como un
antimetabolito, su actividad directa se basa en su analogia con el 4cido nucleico
uracilo, y por lo tanto afecta al rapido crecimiento de las células neoplasicas que
aprovechan preferentemente la molécula del uracilo para la biosintesis del acido
nucleico. Su eficacia radica ademéds en que se une de forma irreversible
(bloqueando) a la enzima timidilato sintetasa, esencial para la sintesis de
nucledtidos de timina. La timina es una de las cuatro bases nitrogenadas que
forman parte del ADN, y su carencia implica que el ADN no se pueda replicar, lo

que inhibe la division celular, y por tanto, el crecimiento tumoral.

o
F\/\T‘H

e

Figura 2: Molécula de SFU

1.6.2.2. Leucovorin

El Leucovorin (folinato calcico, Figura3) es un metabolito activo del 4cido
folinico y una coenzima esencial de la sintesis de acido nucleico en la terapia
citotoxica. Se utiliza como modulador bioquimico del 5-FU aumentando su

citotoxicidad (Sempere y Jover, 2008; Gravalos y Pérez, 2003).
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Figura 3: Molécula del Leucovorin

1.6.2.3. Irinotecan

El Irinotecan (Figura 4) es un derivado semisintético de la camptotecina.
Es un agente antineoplasico que actia como inhibidor especifico de la ADN
topoisomerasa 1. El irinotecdn es metabolizado en el higado dando varios
metabolitos. Uno de ellos es el SN-38 La inhibicion de la ADN topoisomerasa I
por el irinotecan o el SN-38 induce lesiones en las cadenas simples del ADN que
bloquean la replicacion del ADN y son responsables de la citotoxicidad

(Hernandez-Marqués y cols., 2012; Poujol y cols., 2013).

Figura 4: Molécula Irinotecan
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1.6.2.4. Oxaliplatino

El Oxaliplatino (Figura 5), un agente a base de platino, ha demostrado una
actividad antiproliferativa equivalente o superior a la de cisplatino en una amplia
gama de modelos de tumores experimentales (Rathkopf y cols., 2009). El
oxaliplatino es activo contra los tumores de colon con un indice terapéutico
mejorado en comparacion con cisplatino y carboplatino (andlogos de platino).
Esta especificidad del tumor por uno u otro fairmaco podrian estar relacionados
con diferencias existentes en la absorcion (Boulikas y cols., 2007). EI mecanismo
de accion de este farmaco se basa en una biotransformacion a un derivado
hidratado que tiene capacidad de interaccionar con el ADN formando puentes
intra e intercatenarios que interrumpen la sintesis y la trasncripcion del ADN,
produciéndose asi su actividad citotoxica y antitumoral (Mas y cols., 2012). No es
especifico del ciclo celular, su mayor actividad es durante la fase de reposo
celular. El oxaliplatino se diferencia de los otros andlogos en 3 aspectos
importantes: presenta una estructura quimica muy voluminosa y mayor
citotoxicidad; es el Unico que tiene indicacion en el tratamiento de cancer
colorrectal y tiene como efecto adverso dosis limitante una toxicidad en el sistema
nervioso periférico, que puede manifestarse de forma aguda o crénica. La reaccion
adversa limitante es producida por la inactivacion del canal de sodio tras la
exposicion al oxaliplatino (Boulikas y cols., 2007). La neurotoxicidad producida
por oxaliplatino resulta de especial interés, ya que es un factor limitante en la

terapia adyuvante del paciente (Mas y cols., 2012).
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Figura 5: Esquema de la interaccion del oxaliplatino con la cadena de
DNA (Clin Colorectal Cancer © 2009 CIG Media, LP).

1.6.2.5. Capecitabina

La Capecitabina es el carbamato de fluoropirimida de administraciéon via
oral. Se absorbe en el intestino con rapidez como molécula intacta. En la primera
etapa, capecitabina se hidroliza en el higado y se convierte en el producto
intermedio 5°- desoxi-5-fluorocitidina (5’-DFCR). En la siguiente etapa, en el
higado y el tejido tumoral, se transforma en el segundo producto intermedio, que
tampoco es citotoxica. La timidina-fosforilasa, que muestra una actividad
significativamente mayor en el tejido tumoral que en el tejido normal, la
convierte, finalmente en 5-FU en el tejido tumoral, lo que reduce al minimo la

exposicion general al 5-FU (Calzas y cols., 2003).
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Figura 6: Molécula Capecitabina

1.6.2.6. Combinacion de farmacos

El tratamiento quimioterapéutico del céncer colorrectal ha sufrido una
revolucion en los ultimos 5 a 10 afios, con una variedad de nuevos farmacos y
tratamientos, siendo posteriormente aprobados o bajo investigacion. A nivel
mundial, no existe un consenso sobre el tratamiento 6ptimo del cancer colorrectal,
sobre todo se ve en la enfermedad avanzada o metastasica (Boulikas y cols.,
2007). Multiples trabajos avalan el aumento de respuesta en los pacientes con
tratamientos combinados de farmacos (Zdenkowski y cols., 2012; Ismaili, 2011;
De Vita F, y cols., 2005). El 5-fluorouracilo se ha usado para tratar el cancer
colorrectal durante unos 50 anos. En la década de los 80, los estudios mostraron
que la adicion de leucovorina (LV; también conocido como dcido folinico)
mejord la eficacia de 5-FU, sin aumentar su toxicidad, por lo tanto 5-FU/LV se
convirtio en el tratamiento estandar para el cancer colorrectal (DeLap, 1988). Sin
embargo, actualmente es mas probable que en la quimioterapia para el cancer
colorrectal se utilice 5-FU/LV en combinacion con irinotecdan o oxaliplatino (es
decir FOLFIRI o FOLFOX) (Ismaili, 2011) o capecitabina en combinacion con
oxaliplatino (Hisatsune y cols., 2013). El régimen FOLIRI consta de leucovorin
400 mg/m* + irinotecan 180 mg/m?, seguido de 5-fluorouracilo 400 mg/m” en
bolo y después 2400 mg/m® durante 46h en infusién, cada dos semanas

(Schultheis y cols., 2013; Tsuji y cols., 2012). El régimen FOLFOX comprende,
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oxaliplatino 85-100mg/m(2)+ leucovorin 400 mg/m”*+ un bolo iv de 5-FU 400
mg/m’® como dosis de ataque, luego, 5-FU 2400 mg/m” en infusién durante 48
horas cada dos semanas (Schultheis y cols., 2013; Rathkopf y cols., 2009). El
régimen XELOX supone capecitabina oral 8§50-1000 mg/rn2 cada 12 horas +
oxaliplatino 130 mg/m? durante 14 dias (Morey y cols., 2011; Hisatsune y cols.,
2013; Yoshida y cols., 2013).

Autor Farmacos i
(meses)
de Gramont A, et al. 5FU-LV 6.3
2000
FOLFOX 9
Douillard JY, et al. 2000 | SFU-LV 4.3
5FU-LV+IRI 7
Tournigand Cet al. 2004 FOLFOX 8
FOLFIRI 8.5
Hurwitz H, et al. 2004 IFL 6.2
IFL + bevacz 10.6

Tabla 2: Ensayos controlados aleatorios. Comparativa de tratamientos farmacoldgicos
combinados. PFS= supervivencia libre de progresion (Zdenkowski N, et al.2012)

1.6.3. Radioterapia

En el caso del cancer de recto tanto la quimioterapia como la radioterapia
tienen un papel importante. El uso de radioterapia preoperatoria ha demostrado
una disminucion de la recurrencia local y un aumento de la supervivencia. (Van

Gijn y cols., 2011)

1.6.4. Anticuerpos monoclonales.

El Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal que puede neutralizar

factores de crecimiento del endotelial vascular (VEGF, en concreto el VEGF-A)

22



Blanca Caceres Granados Introduccion

(Takahashi 2011). Asociado a quimioterapia, ha sido aprobado para su utilizacién
en primera y segunda linea de tratamiento en el céncer colorrectal metastasico
(Wu y cols., 2013; Arnold y Stein 2013) Existen dos anticuerpos monoclonales
dirigidos hacia el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
aprobados por la “Food and Drug Administration” (FDA): Cetuximab y
Panitumumab. Estan indicados para los pacientes sin mutacion KRAS (Hubbard y
cols., 2013; Martins y cols., 2013; Fornaro y cols., 2013; Poulin-Costello y cols.,
2013).

1.6.5. Otras estrategias terapéuticas

Otros tratamientos se encuentran en evaluacion en ensayos clinicos, tales
como, inmunoterapia, vacunas frente al cancer, terapia celulares, terapia dirigida
(con el fin de aumentar la concentracion de agentes antitumorales en el tejido
maligno y reducirla en el tejido proximal), terapia nutricional suplementaria

(Mishra y cols., 2013)

La terapia génica es 1til para los canceres que se asocian con alteraciones
genéticas. Actualmente, son cada vez mas las relaciones encontradas entre cancer
y modificaciones génicas. No hay duda de que la terapia de quimio-gen, es decir,
la combinacién de una transferencia génica y el tratamiento con quimioterapia,
jugaran un importante papel en canceres avanzados (Durai y cols., 2008). Los
estudios realizados son multiples en gran diversidad de tumores. Diversos
estudios preclinicos, tanto in vitro como in vivo, se han llevado a cabo para el
analisis del uso de la terapia génica en cancer colorrectal utilizando diversos tipos
de vectores, adenovirus (Hou y cols., 2007), retrovirales (Hiraoka y cols., 2007) o
vectores no virales, como la inyeccion directa (Walther y cols., 2005). Se han
desarrollado, igualmente, ensayos en fase I con nanoparticulas que portan genes

supresores de tumor, en diversos tipos de tumores incluido el carcinoma
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colorrectal (Shanker y cols., 2011; Guan y cols., 2011). Estos ensayos han tenido
un buen perfil de seguridad pero, en algunos casos, los niveles de genes
transfectados son insuficientes, lo que genera la necesidad de desarrollar nuevas
dianas terapéuticas, nuevos tratamientos y nuevos vectores, que sean, mas

altamente selectivos y con mayor potencial terapéutico (Touchefeu y cols., 2010).

Es de gran importancia buscar nuevas estrategias terapéuticas debido a que
el cancer colorrectal avanzado o recurrente, a pesar de haber conseguido aumentar
la supervivencia de los pacientes, sigue siendo incurable con tratamientos
convencionales (Berrio y cols., 2007). Se espera que la terapia génica abra la

puerta al tratamiento de muchas enfermedades en el futuro (Kastelein, 2013).

2. TERAPIA GENICA

2.1. DEFINICION

La terapia génica consiste en la introduccion de material genético en el
interior de un o6rgano o tejido con la intencion de producir un efecto bioldgico que
permita prevenir o tratar una enfermedad (Mazzolini y cols., 2005). Otra
definicion similar seria la introduccion de &cidos nucleicos en las células con el
proposito de alterar el curso de una condicion médica o enfermedad (Mark y cols.,
1997). Son varias las definiciones que se pueden encontrar en la literatura pero
todas versan sobre estos mismos conceptos (Cavazzana-Calvo y cols., 2013;
Vermami y cols., 2005). En la historia de la medicina fue clave el conocimiento
de la asepsia, los antibioticos y las vacunas, para disminuir el nimero de casos de
diversas enfermedades asi como para conseguir un descenso de la mortalidad por

las mismas. El avance en los conocimientos de las alteraciones genéticas como
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causa de gran numero de enfermedades y el desarrollo de técnicas que permiten
detectar dichas alteraciones hacen pensar, como ya auguraba Anderson , que la
terapia génica pueda constituir otro pilar fundamental en la medicina actual

(Anderson, 1981. Anderson, 1998).

La terapia antitumoral convencional presenta dificultades, limitaciones,
que justifican la necesidad de buscar nuevas posibilidades de tratamientos.
Actualmente se plantea la posibilidad de utilizar de forma conjunta la accién de
farmacos antitumorales y terapia génica. Esta idea intenta potenciar los efectos de
dichos farmacos y plantea la posible sinergia al combinarlos con la terapia génica

(Doloffy cols., 2010; Oh y cols., 2010; Kojima y cols., 2010).
2.2. ESTRATEGIAS DE TERAPIA GENICA

Para desarrollar la terapia génica son imprescindibles: un gen de interés, el
“gen terapéutico”, una célula diana y un vector para transportarlo e introducirlo en
la célula diana. En funcién de la estrategia basica para la introduccion del gen

terapéutico, la terapia génica se divide en: ex vivo e in vivo.

- Terapia génica ex vivo: En este caso, se extraen y se aislan células de un 6rgano

o tejido del paciente y se mantienen en condiciones de cultivo in vitro. Las
células, que previamente han sido transfectadas por el gen de interés, se
seleccionan y se expanden en cultivo para después ser introducidas de nuevo en el
paciente. Mediante esta estrategia solo las células afectadas se exponen a la
trasferencia del gen, consiguiendo una mayor eficiencia de transfeccion al poder
exponer las células a una elevada concentracion del vector (Mazzolini y cols.,

2005; Boulaiz y cols., 2005; Torrades, 2001).
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Figura 7: Esquema terapia génica ex vivo.

Fuente: http://intro2res.blogspot.com.es/2012/10/actualidad-y-futuro-de-la-
terapia-genica.html

-Terapia génica in vivo: En este caso, la construccion génica de interés se

transfiere directamente al paciente mediante diferentes vias, bien intravenosa o

por inyeccion directa en el tejido afectado. Generalmente se recurre a la

utilizacion de algin vector, preferiblemente vectores dirigidos para permitir la

entrega selectiva del gen en un determinado 6rgano o tejido, evitando que las

células sanas sean también trasfectadas con el gen terapéutico (Boulaiz y cols.,

2005; Torrades, 2001; Bank, 1996).
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Figura 8: Esquema terapia génica in vivo.

Fuente: http://intro2res.blogspot.com.es/2012/10/actualidad-y-futuro-de-la-
terapia-genica.html

En funcion de las células diana a las que se aplique la terapia génica

podemos distinguir entre:

- Terapia génica germinal. Es aquella que modifica la dotacion genética de las

células implicadas en la formacion de 6vulos y espermatozoides o de las células
precursoras de la linea germinal o de las células embrionarias en las primeras
etapas del desarrollo. Es transmisible a la descendencia. Con este tipo de terapia
génica se podrian corregir, de forma definitiva, las enfermedades congénitas.
Aunque la transferencia génica a células germinales seria posible, su aplicacion
clinica queda absolutamente limitada ante la presencia de dificultades técnicas
para garantizar la méaxima seguridad y por barreras éticas (Boulaiz y cols., 2005;

Sangro y cols., 2000).
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-Terapia génica somatica. Aquella por la cual se modifica la dotacion genética de

cualquiera de las células del organismo. La modificacion genética no puede, por
tanto, transmitirse a la descendencia y los efectos del cambio genético se

circunscriben al individuo tratado (Boulaiz y cols., 2005).

La terapia génica puede tener diferentes objetivos como por ejemplo: 1)
introducir genes enddgenos o exdgenos que aporten nuevas funciones con un
efecto beneficioso para la célula diana, 2) restaurar una funcién biologica
defectuosa 3) silenciar o inhibir determinados genes que dan lugar a proteinas con
efectos nocivos para el organismo, 4) modificar la actividad de factores de
transcripcion mediante el bloqueo o la competicion por sus dominios de unién a
acidos nucleicos, 5) introducir genes o moléculas que permitan el seguimiento de
las células modificadas en el interior del organismo o 6) expresar proteinas
antigénicas siendo utilizadas como procedimientos de vacunacion génica

(Mazzolini y cols., 2005; Alemany Bonastre y cols., 2005).

En términos generales, el éxito de la aplicacion de la terapia génica
depende de varios factores como la naturaleza de la enfermedad a tratar
(enfermedad monogénica o multifactorial, herencia recesiva o dominante), el tipo
de tejido (tejidos que se puedan extraer y cultivar in vitro frente a tejidos con
mayor dificultad para ello), el método empleado para transferir los genes, el nivel
de control de la expresion génica necesaria y las posibles reacciones inmunitarias
contra el producto génico introducido (Boulaiz y cols., 2005). Asi, las
enfermedades monogénicas y de herencia recesiva serian mejores candidatas para
la aplicacion de terapia génica que las multifactoriales o de herencia dominante.
Los genes con secuencias de pequeio tamafio encuentran vectores mas adecuados
para ser transportados que los de mayor tamafo. Y los tejidos como médula 6sea,
piel o higado pueden cultivarse mejor in vitro que otros tipos de tejidos (Sen y

cols., 2013; Prieto y Gonzélez-Aseguinolaza, 2010, Mavilio y cols., 2006. Del Rio
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y cols., 2004). Un interesante estudio muestra la utilizacion de un plasmido
portador del factor de crecimiento epidérmico humano en el tratamiento de tlceras

por diabetes en ratones (Kim y Yoo, 2013).

2.3 METODOS DE TRANSFECCION GENICA

Llamamos vectores a los sistemas que se utilizan como ayuda en el
proceso de trasferencia de un gen exogeno al interior de la célula. Facilitan la
entrada y la biodisponibilidad del material genético de interés en el interior de las
células para que pueda funcionar correctamente. Se clasifican en vectores virales
y vectores no virales. Al ADN exogeno que queremos introducir en la célula
diana, se le puede llamar “transgen”, y a la entrega de este “transgen” a la célula
diana se le llama transduccion o transfeccion (Vannucci y cols., 2013; Rozalén y

cols., 2003).

2.3.1 Vectores virales

Los virus son complejos supramoleculares, contienen ADN o ARN
envueltos por un capside o envoltura proteica, con la capacidad para habitar tanto
fuera de la célula, donde se multiplican, como dentro de ella parasitandola. El
virus requiere de la maquinaria de su célula huésped, enzimas y ribosomas, para

replicarse (Boulaiz y cols., 2005; Leningher y cols., 1995).

Para poder utilizar los virus como vectores, es necesario sustituir los genes
virales necesarios para su replicacion por el “gen terapéutico”. Asi, el virus
mantiene la capacidad de infectar las células pero no la de replicarse en ellas
perdiendo su poder patogeno. Para poder obtener suficientes copias de este vector,

han de ser producidos en lineas celulares empaquetadoras que aportan las
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proteinas necesarias para su replicacion (Figura 9) (Hakett y cols., 2007; .Boulaiz

y cols., 2005).

Packaging Cell

Viral
Prateins

Harvest Viral
Fackaging Mix SS RMA o Supernatant

1 "t

Transtaction
Transter

Weotur D i

Adddd
Raplication
AT TeEnt

Wires

Figura 9: Ejemplo de células empaquetadoras con un vector lentiviral.
Fuente: (http://www.thermoscientificbio.com/viral-packaging/trans-lentiviral-shrna-packaging-kits/)

Para poder utilizar los virus como vectores, es necesario sustituir los genes
virales necesarios para su replicacion por el “gen terapéutico”. Asi, el virus
mantiene la capacidad de infectar las células pero no la de replicarse en ellas
perdiendo su poder patogeno. Para poder obtener suficientes copias de este vector,
han de ser producidos en lineas celulares empaquetadoras que aportan las
proteinas necesarias para su replicacion (Figura 9) (Hakett y cols., 2007; .Boulaiz

y cols., 2005).

Los vectores virales presentan ventajas como la facilidad y la eficiencia
para introducir el material genético en las células, el que se puedan integrar en
gran numero de sitios del genoma, y la experiencia y conocimiento que hay de
ellos, ya que desde el primer ensayo en 1990, son muchos los estudios que se han
realizado utilizando estos tipos de vectores (Hacket y cols., 2007; Boulaiz y cols.,
2005). Aunque también presentan inconvenientes, como el riesgo de producir
enfermedad, bien porque se produzca una transferencia erronea del virus nativo

patogeno, o bien porque pueda activarse un oncogén debido a la posibilidad de
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recombinacion génica al insertarse un gen foraneo en el genoma del huésped. En
este sentido cabe recordar los tres casos de leucemia que se desarrollaron durante
un ensayo para tratar el sindrome de inmonodeficiencia severa combinada (X-
SCID), uno de los cuales muri6 (Hacein-Bey-Albina y cols., 2008). Otro
inconveniente se presenta cuando se precisa de inyeccion del vector directamente
en el tumor, ya que muchos tumores son inaccesibles o estdn en situaciones de
hipoxia que reduce la capacidad de los vectores virales para desarrollar su funcion
(Wei y cols., 2008; Hakett y cols., 2007). Otro punto negativo en la utilizacion de
este tipo de vectores es la respuesta del sistema inmunitario contra el vector o la
proteina codificada por el gen terapéutico, en este sentido, recientemente se ha
estudiado como las capsides de los vectores adenovirales pueden inducir una
respuesta de los linfocitos T citotoxicos que tiene como consecuencia la
eliminacion de las células transducidas, esta limitacion ha llevado a los
investigadores a la busqueda de modificaciones en este tipo de vectores para
mejorar su eficacia (Morse y cols., 2013; Li y cols., 2013; Nathawani y cols.,

2011; Gabitzsch y cols., 2011; Seregin y Amalfitano, 2009).

2.3.1.1. Retrovirus.

Los retrovirus son virus constituidos por un genoma de aproximadamente
10.000 nucleotidos de longitud de ARN. Una vez infectada la célula, el ARN se
convierte en una copia de ADN debido al ciclo vital del virus (formacion de
parvovirus), pudiendo asi insertarse en el genoma de la célula huésped (Figura
10). Los retrovirus tienen dos regiones, una secuencia control, en los extremos del
genoma retroviral, necesarias para las primeras fases del ciclo, y tres genes
estructurales en la parte central: gag, que codifica una poliproteina que se corta
dando tres o cuatro proteinas que constituyen el nucleo interior de la estructura de

la particula virica, pol, que codifica la transcriptasa inversa, y el gen env, que
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codifica una poliproteina para formar la cubierta virica (Yi y cols., 2011; Boulaiz
y cols., 2005). Los vectores retrovirales utilizados en terapia génica han perdido
su capacidad de replicacion al eliminar del virus las secuencias gag, pol y env que
seran transfectadas a las células empaquetadoras. Ademas, en su lugar serd

insertado el gen terapéutico (Y1 y cols., 2011; Maetzig y cols., 2011).

Glycoprotein 120
I o
z"’"_' Glycoprotein 41

Figura 10: Estructura de un retrovirus. (Warnorck y cols., 2011)

El uso de vectores retrovirales consigue la integracion del material
genético de interés, de forma permanente, en la célula huésped (Figura 11 y Tabla
3). Este hecho supone una ventaja, ya que implica la posibilidad de una
estabilidad y una expresion a largo plazo al poder pasar a las células hijas, pero
también un motivo de preocupacion ya que puede darse el caso de que la insercion
no se produzca en el lugar correcto, desencadenando por ejemplo la activacion de
proto-oncogenes. Esto ha ocurrido en el tratamiento de las inmunodeficiencias
primarias (Ginn y cols., 2010). Los esfuerzos se centran en conocer las zonas de
insercion para poder mejorar los disefios de este tipo de vectores evitando sus
efectos indeseables (Knigh y cols., 2013; Rengstl y cols., 2013; Biasco y cols.,
2012; Wu y Dunbar, 2011; Howe SJ y cols., 2008). Otra desventaja de este tipo de
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vectores es el no poder infectar las células que no se pueden dividir. Aunque hay

virus, como el VIH, que si lo pueden hacer (Yamashita y cols., 2004).
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Figura 11: Ejemplo de Produccion y transduccion con un vector retroviral, modelo del virus
de la leucemia murine Moloney (MMLV). Se eliminan gag, pol y parcialmente env. El
transgén se sitia bajo el control de un promotor eucariota separado (PE). Los vectores
retrovirales se producen en las células empaquetadoras que les proporcionan todas las
proteinas virales esenciales en trans. En el sobrenadante se recogen y con este sobrenadante se
pueden transducir las células diana. La particula del vector entra en la célula diana y el ARN
se convierte en una doble cada de ADN gracias a la accion de la transcriptasa

Ventajas vectores retrovirales

Desventajas vectores retrovirales

Integracion en el genoma de la célula huésped

Infecta solo células en division

Puede empaquetar hasta 8Kbp de ADN

Alto riesgo de mutacion insercional

Fécil obtencién mediante ingenieria genética

Baja estabilidad.

Pobre respuesta inmune

Integracion aleatoria del genoma viral

Se pueden producir a altos titulos

Tabla 3: Resumen beneficios e inconvenientes de la utilizacion de vectores retrovirales (Vannucci

y cols., 2013; Rozalén y cols., 2007)
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2.3.1.2. Adenovirus

Los adenovirus son una familia de virus con forma icosaedrica con 70-90
nm de didmetro y sin envoltura (Figura 12). El genoma viral lo constituye un
ADN lineal de cadena doble de unos 36-38 kb. Tiene nueve unidades de
transcripcion importantes divididas en: tempranas (E1A, E1B, E2-E4) y tardias
(L1-L5). La transcripcion es secuencial, en la que los genes El codifican las
proteinas que se expresan en primer lugar, imprescindibles para la infeccion
adenoviral y esenciales para la replicacion, a su vez, activan la transcripcion de
otros genes tempranos. La proteina E1 juega un papel esencial en la replicacion
viral. Los genes E3 codifican las proteinas principalmente implicadas en la
modulacion de la respuesta del huésped a la infeccion viral. Los genes E2
codifican la ADN polimerasa viral y la proteina pre-terminal. La region E4
codifica funciones que regulan la trascripcion entre las fases primaria y secundaria
del ciclo de vida virico (Kaufmann y Nettelbeck 2012; Kamimura K y cols.,

2011).

double-

Figura 12: Estructura de una particula adenoviral.
Fuente:http://www.nobelprize.org/nobel prizes/medicin
e/laureates/1993/illpres/genes-in-pieces.html
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Estan asociados a enfermedades de las vias respiratorias, amigdalas, intestino,
enfermedades del tracto urinario y el higado. Pueden dar lugar a infecciones
asintomadticas, que pasen desapercibidas, pero pueden ser especialmente graves en
individuos inmunodeprimidos (Arnberg, 2012). En la primera generacion de
vectores adenovirales (AdV vectores), la region E1A se elimind, lo que suprime la
competencia para la replicacion. En este espacio se coloca el trans-gen. Para
mejorar la seguridad de estos vectores, en la segunda generacion, las regiones E2,

E3, o0 E4 se eliminan o desactivan.
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Figura 13: Ejemplo de vector adenoviral. Produccion y transduccion. La region E1A y otros
genes reguladores se eliminan y son sustituidos por un promotor y el transgen (EP). Se
mantienen la mayoria de los genes estructurales y sus MLP relativos (finales de los
principales promotores). Las particulas virales son producidas en las células empaquetadoras
que han sido transfectadas con el vector. Por otra parte E1A es proporcionado en trans o por
co-transfeccion de un plasmido. Con las particulas virales del sobrenadante se pueden
transducir las células diana. La expresion del transgen sera transitoria. (Vannucci y cols.,
2013)
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La eficacia en la transferencia de genes de los vectores de segunda
generacion no fue diferente a los de la primera generacion. Los autores auguran,
que probablemente, las generaciones futuras de vectores llevaran aun mas
supresiones y, con ello, ademds de mejorar la seguridad, aumentara la capacidad
de los vectores para transportar tamainos mayores de acidos nucleicos (Limberis,
2012). Al perder los mecanismos de replicacion los vectores son dependientes de
la presencia de otras construcciones necesarias para su replicacion. Son necesarias
las células empaquetadoras (Figura 13). Podemos ver el proceso en la figura X
(Vannucci y cols., 2013). Se han utilizado en estudios de prostata (Williams y
cols., 2012; Sonpavde y cols., 2011; Barton y cols., 2011), pulmones (Sterman y
cols., 2010; Guan y cols., 2009), hematologia (Raus y cols., 2011), piel (Cun y
cols., 2013; Tolcher y cols., 2006) sistema nervioso central (Muhammad y cols.,
2012) y enfermedades cardiovasculares (Hinkel y cols., 2013) entre otras. Y se

han estudiado para su utilizacion en vacunas (Arnberg, 2012).

Las ventajas y desventajas recogidas por los autores se muestran en la Tabla 4.

Ventajas vectores adenovirales Desventajas vectores adenovirales

Se transducen tanto en células en reposo  Alta inmunogenicidad
como en replicacion

Son estables in vivo Direccionabilidad dificil

Se pueden conseguir titulos altos Dificil obtencién

Pueden empaquetar hasta 30Kpb de No se integra en el genoma de la célula
ADN huésped

Se consiguen niveles altos de expresion | La expresion es transitoria
del transgen

Tabla 4: Ventajas e inconvenientes del uso de adenovirus como vectores.
Fuente: Vannucci y cols., 2013; Adaptado de Limberis, 2012; Rozalén, 2003
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2.3.1.3. Adeno-asociados.

Los virus adeno-asociados (AAV) forman parte de los parvovirus. Son
pequeios virus, icosaédricos sin envoltura, con un genoma compuesto por una
cadena sencilla de ADN de 4,7Kb. Requieren de un virus auxiliar (adenovirus,
herpes simple, papilomavirus) para poder infectar y replicarse. En ausencia de un
virus auxiliar, AAV se establece como una infeccion latente dentro de la célula, ya
sea por integracion especifica en el genoma huésped (en el cromosoma 19) o por
la persistencia en formas episomales (Bartel y cols., 2012. Dos Santos y Beyer,
2007). El genoma del AAV de tipo salvaje se compone de dos genes, el gen rep,
que codifica cuatro proteinas de replicacion, y el gen rap, que codifica tres
proteinas de la cépside y una proteina activadora de montaje y esta flanqueada a
ambos lados por repeticiones terminales invertidas. En funcion de la céapside
existen 8 serotipos (AAV1, AAV2, AAV4, AAVS, AAV6, AAV7, AAVS,
AAV9). El virus puede estar latente en los organismos sin dar patologia alguna
(Grieger y Samulski, 2012). Precisamente el hecho de no ser patdgeno per se, a
pesar de las infecciones a largo plazo y su amplia gama de infectividad han hecho
a este tipo de virus un candidato interesante para la transfeccion génica (Dos
Santos y Beyer., 2007).

Para desarrollar los vectores con estos tipos de virus, se sustituyen los
genes rep y cap por el promotor y el transgen (Figura 14).

Al igual que los adenovirus y los retrovirus requieren de las células
empaquetadoras que habrdn sido transfectadas por el plasmido que contiene el
ADN del vector AAV y por otro que aporte los genes necesarios para la

replicacion (Vannuncci y cols., 2013; Boulaiz y cols., 2005).
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Figura 14: creacion de un vector con un virus adeno-
asociado. Rep y cap se sustituyen por el transgén y el
promotor eucariota (EP) (Vannuncci y cols., 2013).

Las ventajas y las desventajas se expresan en la Tabla 5

Ventajas vectores adeno-asociados Desventajas vectores adeno-asociad
Se transducen en células en reposo y en Poca longitud del transgen
replicacion

Alto nivel de eficiencia Dificiles de producir en gran cantidad
No son patdégenos en humano Necesita la coinfeccion de otros virus
Posible integracion especifica Posible mutagénesis insercional

Poco inmundgenos

Tropismo celular

TablaS: Ventajas e inconvenientes del uso de vectores adeno-asociados.Fuente: Adaptado de Flotte
2013; Dos Santos y Beyer, 2007

El hecho de que puedan permanecer tiempo como virus no patdégenos en los
organismo les confiere una caracteristica importante ya que la induccion de
respuesta inmune es baja, y podrian ser utilizados para investigar la modulacion

del sistema inmune, induciendo o evitando las respuestas especificas del antigeno,
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dependiendo de las necesidades terapéuticas (Logan y Alexander, 2012). Sin
embargo, esta ventaja, puede convertirse en desventaja, ya que en algunos casos
pueden dar lugar a la vez una respuesta inmune celular y humoral, de forma que si
el paciente alberga anticuerpos preexistentes contra AAV, aun siendo niveles muy
bajos, pueden dificultar el éxito de la transduccion. Estos eventos estan siendo
estudiados (Louis Jeune, 2013). Estudios en fase I y II en la retinosis pigmentaria
se han llevado a cabo utilizando estos vectores (Colon y cols., 2013), también en
enfermedades neuromusculares con afectacion de la musculatura ventilatoria
(Smith y cols., 2013), y en casos de hemofilia, entre otras patologias (Nathwani y

cols., 2011).

2.3.1.4. Herpesvirus

Los vectores del virus del herpes se derivan principalmente de HSV Tipo-
1. Es un virus de aproximadamente 180-200 nm de didmetro, grande, y
neurotropico. Su genoma estd formado por una doble cadena lineal de ADN de
aproximadamente 152 kb que comprende mas de 80 genes son clasificados en
esenciales y no esenciales en funcion de su necesidad para la replicacion viral. El
ADN estd dividido en segmentos Unicos largos y cortos flanqueados por
secuencias repetidas invertidas. Entre el nucleo y la cépside esta el tegumento, que
contiene diferentes proteinas, con funciones estructurales y reguladoras (Vannucci

y cols., 2013; Manservigi y cols., 2010).
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Figura 15: Representacion de un herpesvirus. Fuente: Warnock y cols., 2011.

Una de las caracteristicas mas interesantes del HSV es su capacidad para
permanecer latente en las células huésped después de la infeccion inicial y volver
a reactivarse de forma espontanea. Esta caracteristica los convierte en elementos
muy valorados para la formacion de vectores virales (Warnock y cols., 2011). Los
vectores derivados de virus del herpes simple han podido ser usados en células del
sistema nervioso (Nygardas y cols., 2013; Jerusalinsky y cols., 2012), para la
destruccion selectiva de células cancerosas (Lee y cols., 2012. Peng y Bell, 2012),
o para la infeccion especifica de los tejidos u érganos especifico (Marconi y cols.,

2009).

Se han disefiado tres clases diferentes de vectores. Vectores atenuados
competentes para la replicacion, vectores recombinantes incompetente para la
replicacion y vectores defectuosos ayudante-dependientes conocidos como
amplicones. Los terceros son los mas seguros. Los vectores de replicacion
defectuosa funcionan de forma similar a los vectores adenovirales y retrovirales.

Los genes implicados en la replicacion se eliminan y el transgen ocupa su lugar.
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El amplicén se construye con la utilizacion de plasmidos que contienen las sefialas
necesarias para el embalaje y el transgen. Necesitan, como en la construccion del
resto de vectores virales, la presencia de las células empaquetadoras (Warnock y

cols., 2011; Marconi y cols., 2009).

Las ventajas y desventajas se resumen en la Tabla 6

Ventajas vectores VHS Desventajas vectores VHS
Tropismo celular Posible citotoxicidad

Pueden empaquetar ADN de gran El genoma vectorial no se integra en el
tamafio ( hasta 50 Kbp genoma de la célula huésped

Tropismo por células neuronales y Expresion transitoria del transgen
linfocitos B

Se pueden alcanzar altos titulos Riesgo de recombinacion con VHS
latentes en las células infectadas

Tabla 6: Ventajas e inconvenientes del uso de herpesvirus como vectores. Fuente: adaptado de
Flotte, 2013; Vaccunni y cols.,2013; Manservigi y cols., 2010.

2.3.2 Vectores no virales

El desarrollo de tecnologias que permitan la utilizacién de vectores no
virales tiene cada vez mas importancia en la comunidad biomédica. Los
inconvenientes de los vectores virales como problemas de toxicidad, desarrollo de
respuestas inmunes, posibles inserciones erroneas asi como una produccion cara,
han provocado la necesidad de desarrollar vectores sintéticos que permitan el
disefio controlado de vehiculos eficientes y biocompatibles (Schlenk y cols.,
2013). La principal desventaja del uso de vectores no virales, en comparacion con
los virales, es la baja eficiencia de transfeccion (Schmidt-Wolf y Schmidt Wolf

2003).
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2.3.2.1. Bombardeo de particulas.

La técnica del bombardeo de particulas, es también conocida como
“pistola de genes”. El material de ADN estard sobre la superficie de particulas
metalicas de oro o tungsteno formando pequefios “proyectiles” de un didmetro de
0,5 a 5 micras, que son impulsados mediante gas a presion (helio) lo que les
permite atravesar las membranas celulares para introducirse en el interior de la
célula. Fue utilizado en sus comienzos para la trasferencia génica en vegetales
(Uchida M vy cols., 2009). En 1990, Yang y colaboradores estudiaron esta técnica
consiguiendo expresion génica transitoria en higado, piel y tejidos musculares de
rata y posteriormente también en gldndula mamaria y en cultivos primarios (Yang
y cols., 1990). Estudios posteriores han continuado valorando las posibilidades de
esta técnica en distintos tejidos, algunos ejemplos serian los estudios realizados en
prostata (Zhang y cols., 2002), higado (Kuriyama y cols., 2000), lineas celulares
de mama y embrionarias (Uchida y cols., 2009), cornea (Bauer y cols., 2013),
lineas celulares de miocardiocitos (Steele y cols., 2013) y cerebro (Dunaevsky,
2013). Recientemente se plantea la posibilidad de utilizar la “pistola génica” como

técnica para la vacunacion en las alergias tipo I (Steele y cols., 2013).

2.3.2.2. Inyeccion por aguja.

La inyeccion directa de ADN desnudo es el sistema de transferencia
génica no viral mas simple, supone la inyeccion de un pldsmido con el ADN
(pADN) en los tejidos locales o la circulacion sistémica. El plasmido estard bajo
control transcripcional de diversos elementos reguladores eucaridticos. EI mayor
problema se presenta para su aplicacion a nivel de circulacion sistémica, ya que el
ADN desnudo puede ser degradado y fagocitado. Sin embargo, una inyeccion de
gran volumen puede inducir la transferencia génica eficaz en los érganos internos

(Schmidt-Wolf'y Schmidt-Wolf, 2003). En 1990, se hicieron estudios en musculo
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esquelético en ratones (Wolff y cols., 1990). Se ha probado en piel (Choate y
Khavari, 1997), musculo cardiaco (Park y cols., 2001), higado y otros tumores

solidos (Miyamoto y cols., 2012; Habib y cols., 1996).

2.3.2.3. Electroporacion.

Consiste en generar poros en las membranas celulares de las células dianas
mediante la utilizacion de impulsos eléctricos. Los poros permanecen en la
membrana durante poco tiempo, de milisegundos a minutos, de esta forma se
consigue una puerta transitoria de acceso al citosol y con ello la posibilidad de
transferir el ADN de interés asi como farmacos (Favard y cols., 2007; Cukjati y
cols., 2007; Canatella y Prausnitz 2001). Neuman y sus colaboradores utilizaron
esta técnica por primera vez para introducir el gen de la timidina quinasa en lineas
celulares de raton carentes de esta enzima (Neumann y cols., 1982). En 1996, se
llevé a cabo un ensayo clinico en un grupo de seis pacientes, tres con melanoma
maligno, dos con carcinoma de células basales y uno con adenocarcinoma
metastasico, a todos se les aplico la electroquimioterapia (TEC), la administracion
de los farmacos junto con pulsos eléctricos. Los resultados fueron esperanzadores
(Heller y cols., 1996). Posteriormente la investigacion en este campo continud, en
2012, se publica la fase I de un ensayo para el tratamiento de pacientes con
metastasis de melanoma cutdneo accesibles (Heller y cols., 2012). Se ha planteado
la posibilidad de utilizarlo en vacunaciones, comprobando su eficacia en
practicamente todos los modelos animales probados y con un buen perfil de
seguridad incluyendo la vacunacion contra el cancer (Fioretti y cols., 2013; Fu 'y
cols., 2012 Van Drunen Littel y cols., 2010). Se ha investigado recientemente en
modelos animales como posible camino hacia la vacuna de la malaria (Kumar y
cols., 2013). Se formulan planes de tratamiento tanto a nivel experimental como
clinico en los que se utiliza la electroquimioterapia tanto en terapia génica como

en vacunacion (Zupanic y cols., 2012). Uno de los problemas que puede plantear
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la electroporacion es el dafio tisular que puede desencadenar la utilizacion de
energia eléctrica en el proceso. Se busca, por tanto, la utilizacién de campos de
una intensidad mas baja para disminuir el dafio del tejido y mantener una eficacia
adecuada. La técnica ha sido probada también en musculo esquelético y en la
enfermedad de Alzheimer (Li y cols., 2012). Se han realizado estudios in vivo en
animales y en lineas celulares, para la transfeccion génica en higado (Miyahara y
cols., 2012), en corazén (Hargrave y cols., 2012), para corregir defectos dseos
(Ferreira y cols., 2012) y en tratamientos de problemas pulmonares, como las

contusiones (Heller y cols., 2012).

2.3.2.4. Liposomas cationicos

Los liposomas son estructuras vesiculares formadas por una capa doble de
fosfolipidos que contienen un espacio acuoso en su interior (Figura 16). Los
lipidos pueden ser neutros o de carga positiva o negativa (Mazzolini y cols.,
2005). Los liposomas compuestos por lipidos catidonicos son los que mejor
funcionan en las terapias génicas. (Kamimura y cols., 2012). Presentan tres
dominios estructurales: un grupo hidrofilo, una porcion hidrofoba, y un engarce
entre los dos dominios. El grupo hidréfilo exhibe una o mas cargas positivas que
interaccionan con el ADN cargado negativamente a través de atracciones
electrostaticas que conducen a la formacion de complejos que contienen ADN
condensado (se les llama lipocomplejos) (Defu y cols., 2013; Mintzer y Simanek,

2009).

Fueron descritos en 1965 por Bangham y sus colaboradores (Bangham y
cols., 1965). Se han desarrollado diferentes vectores variando el grupo cationico.
En un primer momento, se utilizaron con distintos compuestos DOTMA (N-[1 -
(2,3-dioleiloxi) propil]-N, N, N-trimetilamonio), que forman pequefos liposomas

unilamelares que interactiian espontdneamente con ADN para formar complejos
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de lipido-ADN. De esta manera, han conseguido el cien por cien de atrapamiento
del ADN, facilitado la fusion del complejo con la membrana plasmatica de las
células de cultivo o de los tejidos y facilitado la captacion y expresion del ADN

(Felgner y cols., 1987).

DNA Cationic lipids e,
IR

[—._Endocytosis

Figura 16: Lipocomplejos. Fuente: Schmidt-Wolfy Schmidt-Wolf, 2003

Otros tipos fueron los que utilizaron DOTAP (Stamatatos y cols., 1988) o
DCChol (Gao y Huang, 1991). Se trata de buscar la formulacion mas eficaz y la
comprension de los mecanismos de accion (Ilina y cols., 2012). Se evidencioé que
la densidad y la naturaleza del grupo catidnico afecta a la transfeccion (Mintzer y
Simanek, 2009). En los ultimos afios se han desarrollado formulaciones de lipidos
cationicos ionizables novedosos en conjuncién con procedimientos sofisticados
como por ejemplo su conjuncioén con los nanovehiculos para la entrega de ARN
en el silenciamiento de los genes diana en varias enfermedades (Zuhorn y cols.,
2013). Se sigue investigando la utilizacion de nuevos lipidos en la formulacion de

las construcciones (Loizeau y cols., 2013).
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Con respecto a su mecanismo de accidn, los primeros trabajos sugirieron
que los lipocomplejos entregan el material de interés en el citoplasma de forma
directa por fusion con la membrana celular. Posteriormente se ha visto que

también podia ser por endocitosis (Mintzer y Simanek 2009).

Los liposomas ofrecen varias ventajas: su sintesis es facil y barata, ofrecen
una proteccion al ADN para no ser degradado por las nucleasas, pueden
transportar ADN de gran tamafio, tan largo como un cromosoma, pueden ser
especificas de tejidos y son faciles de manipular en el laboratorio (Kamimura y

cols., 2012; Schmidt-Wolf'y Schmidt-Wolf, 2003).

Se ha desarrollado un ensayo en fase I y II con allovectin-7 para pacientes
con melanoma en fase III o IV que no responden a la primera linea de tratamiento.
Es un plasmido ADN que contiene los genes del HLA-B7 y beta2-microglobulina
en un complejo de liposomas con DMRI/DOPE. La Fase I y II de los ensayos ha
mostrado una respuesta local y sistémica a estos tumores, con un excelente perfil
de seguridad. La fase III sera la que dictamine la eficacia del tratamiento en
comparacion a las terapias habituales. Se ha realizado con 390 pacientes en U.S y
en Europa. El disefo de este estudio fue aceptado por la FDA bajo un protocolo
especial de valoracion. Los mecanismos de accion de allovectin serian aplicables
a otro tipo de tumores accesibles y solidos como mama, prostata cabeza y cuello
(Kharkevitch y cols., 2011; Chowdhery y cols., 2011). También se han realizado
estudios para el tratamiento de la fibrosis quistica (McLchlan y cols., 2011;

Griesenbach y cols., 2002).

2.3.2.5. Polimeros

Los polimeros catidénicos condensan el ADN en pequefias particulas y lo

previenen de la degradacion. La penetracion en la célula es por endocitosis. Son
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faciles de fabricar y flexibles para afadir modificaciones. Muy similares a los
lipidos cationicos (Kamimura y cols., 2011). Estas formaciones se llaman también
policomplejos o nanoparticulas (Schmidt-Wolf y Schmidt-Wolf, 2003). Aunque el
término nanoparticula es mas amplio ya que también pueden ser de oro, de silice o

de carbon (Mintzer y Simanek, 2009).

Han sido utilizados en terapia génica en varios tipos de canceres como son
cancer de mama (Zhou y cols., 2012); cancer de pancreas (Wang y cols., 2013),
cancer gastrico (Xin y cols., 2013), en el cancer de cuello uterino (Zeng y cols.,
2013), pero tambien en el parkinson (Huang y cols., 2013), Diabetes Mellitus
(Rasouli y cols., 2013), y en la enfermedad inflamtoria intestinal, como vectores
para entrega de farmacos (Beloqui y cols., 2013). Estos son solo un pequefio

ejemplo de los estudios que actualmente se realizan con respecto a este tema.

2.3.2.6. Sonoporacion

Utiliza ultrasonidos que temporalmente permeabilizan la membrana
celular para permitir la entrada del ADN. Permite restringir el efecto al area donde
se aplica el ultrasonido. Se ha estudiado en cérnea (Sonoda y cols., 2006), cerebro
y sistema nervioso central (Thévenot y cols., 2012; Huang y cols., 2012; Manome
y cols., 2005), pancreas (Chen y cols., 2006), hueso (Sheyn y cols., 2008),
peritoneo (Guo y cols., 2007), rifion (Chen y cols., 2012; Hou y cols., 2005),
higado (Shen y cols., 2008), tejido embrionario, misculo, corazon y estructuras
cardiovasculares (Leong-Poi, 2013; Ji y cols., 2012; Saliba y cols., 2012), ovario
(Chang y cols., 2012), y hemofilia (Miao y cols., 2005).
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2.3.2.7. Laser.

El laser genera poros efimero en la membrana celular a través de la cual
pasa el ADN. La eficiencia dependera del control del tamafio del foco en el que se
aplique y de la frecuencia del laser usado. El indice de expresion del transgen es

similar al conseguido con la electroporacion (Kamimura y cols., 2012).

2.3.2.8. Magnetofeccion.

Utiliza campos magnéticos para promover la transfeccion. Emplea
nanoparticulas magnéticas fabricadas de oxido de hierro cubiertas por lipidos
cationicos o polimeros (Kamimura y cols., 2013; Chen y cols., 2013; Wang y

cols., 2013)

2.3.2.9. Hidroporacion.

Consiste en el empleo de una inyeccion intravenosa rapida de una gran
cantidad de solucién que contiene ADN plasmidico desnudo. Esta tecnologia
parece ser simple para la transfeccion eficiente en los hepatocitos (Nakamura y
cols., 2013), pero desafortunadamente se han hecho s6lo unos pocos ensayos para

mejorarla (André y cols., 2006; Gao y cols., 2004).

En la Tabla 7 se hace un resumen de los métodos no virales de

transfeccion.
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Introduccion

Método

Lipidos catiénicos

Polimeros cationicos

Sistema hibrido:
Lipidos-polimeros

Inyeccion por aguja

Bombardeo de particulas

Electroporacion

Caracteristica para la Ventajas

entrega del gen

Desventajas

Carga catidnica

Gran eficiencia in vitro y
facil preparacion

Baja eficiencia in vivo,
pueden provocar una
respuesta inmune aguda

Carga catidnica

Carga cationica

Gran eficiencia in vitro, facil
preparacion

Alta efectividad in vitro

Toxicidad celular, pobre
eficiencia in vivo, puede
provocar una respuesta
inmune aguda

Baja actividad in vivo

Sonoporacion

Mecanico

Presion

Pulsos eléctricos

Ultrasonidos

Simple

Buena eficiencia

Alta eficiencia

Especificidad de sitio

Baja eficiencia, expresion
limitada a la zona de la
inyeccion

Transferencia de genes
limitada al area del
blanco. Para su
utilizazcion en 6rganos
internos requiere
intervencion quirdrgica

Daio tisular.
Transferencia de genes
limitada al area del
blanco. Para su
utilizacion en 6rganos
internos requiere
intervencion quirtirgica

Baja eficiencia. Daflo
tisular

Laser

Magnetofeccion

Hidroporacién

Laser

Especificidad de sitio

Baja eficiencia. Daflo
tisular

Campo magnético

Especificidad de sitio

Baja eficiencia

Presion hidrodinamica

Simple, alta eficiencia,
especificidad de sitio

Necesita catéter de
insercion

Tabla 7: Métodos de transfeccion no viral. Adaptado de Kamimura y cols., 2011

2.3.3 Trasposones

Los transposones son segmentos de ADN con la capacidad de moverse a lo

largo del genoma, motivo por el cual, pueden ser utilizados como vectores de

genes. Pueden usarse para realizar transgénesis de células somaticas y de linea

germinal. Pueden beneficiarse de la mutagénesis insercional para conseguir la
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pérdida de una funcion o para conseguir la ganancia de la misma. Existen 2 tipos:
de clase I y de clase II (Figura 17). Los de clase I o retrotransposones se mueven
en el genoma siendo transcritos a ARN y después en ADN por retrotranscriptasa.
Los de clase II se mueven directamente de una posiciéon a otra en el genoma
usando una transposasa para copiar y pegarse en otro locus del mismo (Ivics,

2007).

d.
Conservative transposition Replicative iransposition
(cul-and-paste) (copy-and-paste)
—pr 44— —F 44—
Excision # # Replication
— e 4 [ S—
“&‘ Integration into target DNA. .~

b.

Class |, non-LTH retrotransposon
mammalian L1

Class Il, DNA transposon
Sleaping Beautly (reconstructed from fish) _‘l Transposase I'-
Frog Prince (reconstructed from Irogs)

Hzmarl (reconstructed from human)
Mines Drosophila hydei)

Tol2 (Oryzias latipes)

piggyBac (Tricheplusia ni)

Figura 17: a.- Representacion de los dos mecanismos principales de transposicion. Durante la
transposicion conservadora el ADN donante se escinde (linea roja) y se integra el ADN objetivo
(linea verde). La ligacion de los extremos rotos del ADN reconstituye el locus del donante. La
transposicion replicativa implica la amplificacion del elemento mediante la copia a través de la
transcripcion seguida por transcripcion inversa. La nueva copia hecha se inserta en el genoma en
otro lugar, pero el elemento donante no se mueve. b.- Estructuras y organizacion de los principales
tipos de elementos de transposicion. Clase I retrotransposéon no LTR. El elemento consiste en una
region 5 mo traducida que tiene la actividad del promotor (flecha) que dirige la transcripcion de
los genes codificados por elemento. ORF1 codifica una proteina de union al 4cido nucleico. ORF2
codifica una endonucleasa (ES) y una transcriptasa inversa (RT). Clase II transposén ADN. El gen
de la transposasa en el centro esta flanqueado por repeticiones invertidas terminales (IRS, que se
muestra como flechas negras). El IRS contiene los sitios de unidn para la transposasa y secuencias
que se requieren para la escision mediada por transposasa. Fuente: Ivics, 2007.
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A finales de los 90 se construyo, por mutagénesis, un trasposon de ADN
activo a partir de la secuencia de un trasposon de la familia del Tcl presente en el
genoma del salmon, fue llamado “Trasposon Sleeping Beauty” (SB). Supuso una
importante herramienta en la terapia génica, y para identificar genes en
vertebrados (Horie y cols., 2003; Ivics, 1997). Estdn mostrando ser una promesa
para su utilizacion en células madre hematopoyéticas y las células T humanas. Se
estd intentando optimizarlos (Sharma y cols., 2013; Huls y cols., 2013). Se han
aplicado para transferencia de genes en la tirosinemia hereditaria tipo I (Pan y
cols., 2012) o en enfermedades degenerativas de la retina (Johnen y cols., 2013).
Posteriormente se creo el transposon “piggyBac” (PB) que se esta utilizando cada
vez mas para los estudios genéticos con diferentes versiones modificadas que
tienen aplicaciones de gran alcance (Lin y cols., 2013; Sharma y cols., 2012). La
ultima generacion de traspososnes SB y PB, representan actualmente algunos de
los sistemas mas atractivos para la modificacion genética estable no viral de
células primarias o células madre adultas en particular. Esto induce a pensar que
pueda abrirse un camino hacia el uso de trasposones como importantes vectores
no virales para el tratamiento de trastornos hereditarios, trabajando en la mejora

de sus perfiles de seguridad (Di Matteo y cols., 2012).
2.4 ESTRATEGIAS DE TERAPIA GENICA ANTITUMORAL

Asumiendo todos los conocimientos de los que se dispone actualmente
sobre los mecanismos por lo que las células normales se transforman en
neoplésicas, se han podido desarrollar estrategias de intervencion que intentan

evitar que dicha transformacion se produzca.

2.4.1. Oncogenes y genes supresores de tumor.
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Un protooncogen es un gen celular normal pero con la capacidad de
transformarse en un gen mutado que pueda ser un detonante para inducir al
desarrollo del cancer. La version mutada del protooncogen se llama oncogen.
Ejemplos de oncogenes son las proteinas kinasas, el gen Ras, oncogen c-Myc, N-
Myc y c-erbB-2 (Riley y Desai, 2009; Bishop, 1991).

Los genes supresores de tumores estan involucrados en los puntos de
control celular, cuando estdn intactos y funcionan correctamente, previenen el
paso de las células con el ADN dafado u otro dano celular a través del ciclo
celular, de esta forma, estos genes, presentes en células normales, suprimen el
fenotipo-maligno. Las células cancerosas parecen haber perdido la presencia de
estos genes con capacidad supresora tumoral (Riley y cols., 2009; Wadhwa y
cols., 2002). Son genes supresores de tumor el gen p 53, el gen del retinoblastoma
RB, FUSI, el gen de la poliposis adenomatosa (APC), el gen de la proteina
quinasa (DAPK), el gen tipo 1 del adenoma pleomorfico (PLAGL1), el gen
PYCARD / ASC y la proteina de tumor 63 (TP63) (Yin y cols., 2013). Las
estrategias anti tumorales basicamente se basan en, suprimir a los oncogenes o
puede ser usada para codificar los genes supresores de tumor que estén mutados o
ausentes en los diversos tipos de cancer, para suprimir el crecimiento del tumor

(Vachani y cols., 2012).

El término "inmunotoxina" se refiere cldsicamente a moléculas hibridas
que constan de una toxina ligada a un derivado del sistema inmune (un anticuerpo
o un fragmento de anticuerpo), con frecuencia ampliado para incluir otros
ligandos diana-especificados (tales como las citoquinasas). Este sistema tiene la
capacidad de dirigirse, por la especificidad del anticuerpo, hacia las células
cancerosas y no dafiar a las células sanas (Shapira y Benhar, 2010). La
inmunotoxina se une a un antigeno de superficie de una célula cancerosa, entra en
la célula por endocitosis, y la mata (Pastan y cols., 2003). Entre las toxinas

bacterianas que se utilizaron para la construccion de inmunotoxinas, las mas
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comunes son la toxina de la difteria (producida por Corynebacterium diphtheria) y
la exotoxina A de la Pseudomonas aeruginosa. También se han utilizado toxinas
derivadas de plantas en la preparacion de inmunotoxinas, entre ellas, la ricina,
saporina y proteina antiviral de hierba carmin (PAP). Todas estas toxinas son
extremadamente potentes y ejercen su toxicidad por la inhibicion enzimatica de la
maquinaria de sintesis de proteinas de las células eucariotas (Sapra_y Shor, 2013;
Shapira y Benhar, 2010). Han mostrado una eficacia significativa en el
tratamiento de cancer de mama, el linfoma de no Hodgkin, la leucemia linfocitica
crénica, y en la leucemia mieloide aguda (Von Mehren y cols., 2013). Terapias de
anticuerpos anti-HER2, han sido valoradas en el cancer de mama, cancer de
ovario, cancer gastrico, cancer de pulmoén y cancer de prostata (Tang_y cols.,

2012).

Los oligonucleotidos sintéticos antisentido son secuencias cortas de acidos
nucleicos, de tan solo 15 o 20 bases, disefados para unirse a secuencias
especificas de ADN o ARN, de tal forma que suponen un ARNm complementario
al ARNm de interés. Esta técnica permite la inhibicion altamente selectiva de la
expresion de proteinas especificas. Tienen un gran potencial terapéutico para
inhibir la expresion de oncogenes y de sefiales angiogénicas, por lo que suponen
técnicas de gran utilidad en la terapia contra el cancer y contra otras enfermedades
de origen genético (Rudin y cols., 2001; Cunningham y cols., 2000). Se han
realizado ensayos en fase I y II con un oligonucledtico (ISIS 5132) que
especificamente regula a la baja la expresion de c-raf, en pacientes con cancer de
mama, ovario, pulmon, colon, rectal, rifidn, hepatico, linfoma y otros (Fidias y
cols., 2009; Rudin y cols., 2001; McPhillips y cols., 2001; Cunningham y cols.,
2000). Aunque en alguna ocasion sin la respuesta esperada en los estudios
realizados por ejemplo en cancer de ovario (Oza y cols., 2003), cancer de prostata
(Tolcher_y cols., 2002) o cancer colorrectal metastasico (Cripps y cols., 2002). El

factor de crecimiento transformante beta 2 (TGF-B2) es un objetivo atractivo
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porque regula los mecanismos clave de la carcinogénesis, en particular, la
inmunosupresion y la metastasis, y se sobreexpresa frecuentemente en tumores
malignos. Se ha desarrollado un oligonucleodtido (Trabedersén) disefiado para la
inhibicion especifica de la biosintesis de TGF-p2, estudidndose para su aplicacion
en pacientes con glioma de alto grado, con carcinoma de pancreas avanzado,
metastasis de melanoma, o carcinoma colorrectal metastasico (Connolly y cols.,
2012; Jaschinski y cols., 2011). En 2013 se publican estudios con un
oligonucledtido antisentido (AEG35156), contra XIAP para el tratamiento en

tumores so6lidos, linfoma y leucemia mieloide aguda (LaCasse, 2013)

Los ribozimas son ARNs cataliticos, pueden actuar como una
endorribonucleasa, hibridando sus “Secuencias Guia Internas” (IGS) con un sitio
diana complementario en un ARNm sustrato. De esta forma, consiguen un péptido
toxico en forma de ARNm especifico para, selectivamente, destruir las células
diana. Estas ribozimas se han desarrollado para revisar transcripciones
defectuosas que causan enfermedades genéticas, como el céncer, pudiendo ser
utiles como agentes anti-cancer y también para reemplazar transcripciones virales
(Meluzzi y cols., 2012; Kwon y cols., 2005). Se han desarrollado ribozimas que
pueden sustituir el ARN p53 mutante, por una secuencia de ARN de tipo salvaje
en distintas lineas celulares (Shin y cols., 2004). Nuevas construcciones de
ribozimas se estudian en lineas de cancer de ovario, cancer de mama, colorrectal,
gastrico y pulmon (WonWon y Lee, 2012). En 2013 se publican los resultados de
un estudio realizado con una desoxirribozima en pacientes con carcinoma

basocelular (Cho y cols., 2013).

2.4.2. Inhibicidn de la angiogénesis

La angiogénesis es la generacion de nuevos vasos sanguineos a partir de

los preexistentes (Tahergorabi y Khazaei, 2012; Dass y cols.,, 2007). El
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crecimiento del tumor y su supervivencia dependen de la formacion de nuevos
vasos sanguineos que permitan el aporte de oxigeno y nutrientes. Por ello el
crecimiento del tumor puede ser detenido mediante el bloqueo de la angiogénesis.
En el proceso de neoformacién vascular intervienen dos factores: los factores de
crecimiento angiogénico y los inhibidores de la angiogénesis. Son factores
angiogénico, el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de las plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento transformante (TGF), y angiopoyetinas. Tres de los
inhibidores del crecimiento de células endoteliales mas populares son
angiostatina, endostatina y trombospondina (Tahergorabi y Khazaei, 2012;
Sakurai y Kudo, 2011; Wadhwa y cols., 2002). Una caracteristica notable de
endostatina y angiostatina es que tienen una dosis-respuesta bifasica, de forma que
la actividad antitumoral Optima se obtendria dentro de un estrecho rango de
concentracion de proteina, por debajo y por encima de esta concentracion, la
actividad antitumoral disminuye. Esta situacion no es exclusiva de endostatina y
angiostatina. Otras proteinas que regulan la angiogénesis muestran curvas
bifasicas similares, tales como IFN-a, rosiglitazona y trombospondina (Javaherian

y cols., 2011).

La transferencia de genes para aumentar la expresion de proteinas
endogenas antiangiogénicas es un enfoque alternativo que tiene el potencial de
proporcionar estabilidad a largo plazo, por ejemplo, en pacientes con
degeneracion macular por neovascularizacion (Campochiaro, 2011). Estos
tratamientos, que son, esencialmente citostatico, y que necesitan su administracion
a largo plazo, con el fin de obtener efectos anti-tumorales prolongados, tiene una
eficacia principalmente como una estrategia de intervencion temprana (Persano y
cols., 2007). Los nuevos tratamientos antiangiogénicos para gliomas malignos se
ofrecen como agentes toxicos, inhibidores del crecimiento (Rege y cols., 2005).

Se han realizan estudios sobre la importancia de estos factores, asi como sus
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posibilidades terapéuticas en cancer de pancreas (Tamburrino y cols., 2013). En el
cancer de pulmon se plantea el uso de agentes anti-angiogénicos multidirigidos
como tratamiento de segunda y tercera linea (Majem y Pallares, 2013). Se llevan a
cabo ensayos clinicos en cancer de prostata aunque aun no se ha aprobado ningtin
inhibidor angiogénico para su uso en esta patologia (Martinez-Jabaloyas y cols.,
2013). Otros ejemplos son los anticuerpos monoclonales, Bevacizumab,
Cetuximab y Panitumumab, descritos en el apartado de tratamiento de céncer

colorrectal.

2.4.3 Vacunas

La utilizacion de vacunas contra el cancer es un tema de gran actualidad.
El concepto de vacuna ha ido evolucionando de tal forma que, ya, no sélo se
buscan las vacunas preventivas, actualmente se intentan conseguir también
vacunas terapéuticas que mejoren la inmunidad contra una enfermedad o un
patdgeno (Colomer, 2008)
Son varios los antigenos que estan sobreexpresados o mutados en el cancer que
pueden tomarse como dianas inmunitarias, tales como, MUCI1, CEA, antigenos
sialil, h\TERT, HER2n o p53 (Vachani y cols., 2012; Colomer, 2008). A lo largo
de los ultimos afos se ha desarrollado el uso de particulas como adyuvantes
inmunoldgicos para crear vacunas y aumentar los efectos de la quimioterapia
contra el cancer. Los vehiculos utilizados han sido liposomas, nanoparticulas
poliméricas o virus oncoliticos, para algunos autores, los adenovirus oncoliticos
(Ads), tienen muchas ventajas como agentes “viroterpéuticos” y se han empleado
de forma segura en la clinica (Koido y cols., 2013; Seda, 2013). En el campo de la
terapia con virus oncolitico, varios agentes han entrado en ensayos clinicos y los
resultados han sido prometedores, dando lugar a la utilizacién de estos vectores
como una nueva forma de terapia génica (Patel y cols., 2013). Como ejemplos

concretos citar ensayos realizados en cdncer de pulmén (Beljanski y Hiscott
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2012), o para el tratamiento de cancer de prostata metastasico, por ejemplo, se ha
creado un producto al que han llamado PROSTVAC-VF que comprende dos
vectores virales recombinantes, cada uno de los transgenes codifican para PSA, y
para tres moléculas coestimuladoras inmunes, TRICOM, (B7.1, ICAM-1 y LFA-
3). Se obtuvieron beneficios clinicamente significativos, pero necesitan ser

confirmados en un mayor estudio de fase III (Kantoff y cols., 2010).

2.4.4. Sistemas asesino-suicidas condicionales

La transfeccion y expresion de genes suicidas en la patologia tumoral
supone una atractiva estrategia en la terapia génica humana. Se llama genes
suicidas, a los genes que codifican un producto de por si toxico o un producto
enzimatico capaz de convertir un pro-farmaco en un compuesto citotoxico, de tal
forma que, la administracion de la pro-droga tras la transfeccion provoca la
produccion de la droga téxina en el tumor (Duarte y cols., 2012; Wadhwa y cols.,
2002).
2.4.4.1. Sistemas asesino-suicidas con accion directa

Los sistemas mas utilizados en céncer de colon son el de la citosina
desaminasa/5-fluorcitosina (CD/5SFC) o el de la timidina quinasa del Virus Herpes

Simples (HSVtk).

a. Sistema citosina desaminasa

Un gen suicida altamente estudiado es el gen de la citosina desaminasa,
una enzima bacteriana, que, cuando se expresa en células de mamifero, puede
convertir el compuesto 5 fluoro-citosina (5FC), no téxico, en el metabolito
citotoxico 5 fluoro-uracilo (5-FU). El 5-FU es convertido por enzimas celulares en

SFAUMP, un inhibidor irreversible de la timidilato sintasa (TS). La inhibicion de
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la TS bloquea la produccion dTTP y evita sintesis de ADN (Stolworthy y cols,
2008).

Un hecho clave en la terapia de genes suicidas es el fenomeno conocido
como el efecto de espectador, en el que las células vecinas no transfectadas
pueden tener transferencia de los antimetabolitos. Un fuerte efecto espectador se
ha asociado con la terapia CD/5FC, quizas porque el 5-FU es una molécula
pequeiia, sin carga. Otra ventaja de la combinacion CD/5FC es que el 5-FU posee
efectos radiosensibilizantes, aumentando la eficacia de los tratamientos in vivo

(Stolworthy y cols, 2008).

b. Sistema Timidina quinasa del Virus Herpes Simples (HSVtk)

El gen HSVtk codifica la enzima timidina quinasa (HSVtk) del virus del
herpes simple tipo 1. El ganciclovir (GCV) se metaboliza pobremente por las
células de mamiferos, por lo que, por lo general, no es téxico. Sin embargo,
después de la conversion a GCV-monofosfato por HSVtk, se metaboliza
rapidamente por las quinasas endogenas a GCV-trifosfato que actia como un
potente inhibidor de la ADN polimerasa y compite con nucledsidos, bloqueando
la replicacion y provocando asi la muerte celular. Su expresion, por tanto, en la
célula tumoral confiere sensibilidad al farmaco antiherpético ganciclovir (Vachani

y cols., 2011).

Recientes estudios consideran prometedora el uso de la transcriptasa
inversa de la telomerasa humana (hTERT) controlados por virus del herpes simple
timidina quinasa / ganciclovir (HSVtk/GCV) para el tratamiento del carcinoma de
células renales, probado en modelos in vivo de raton (Tian y cols., 2013).
También el carcinoma hepatocelular ha sido objeto de estudio. Yu y sus

colaboradores, usaron los virus del herpes simple timidina quinasa / ganciclovir
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(HSVtk / GCV) y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa 3 (TIMP3), mediante
ultrasonidos se suministraron los genes, objetivando un aumento del nimero de
células apoptodticas y la disminucion de la densidad vascular de los tumores en

ratones (Lu y cols., 2013). Hay estudios in vivo en cancer de pulmoén (Leinonen y

cols., 2012).

c. Sistema de la enzima nitrorreductasa de E. Coli

La enzima nitrorreductasa (NTR, NfsB nitroreductasa de Escherichia coli) es una
flavoproteina con una amplia especificidad de sustrato, provocando la reduccién
de compuestos nitroaromaticos y quinonas utilizando ya sea NADPH o NADH.
Uno de sus sustratos es el pro-farmaco CB 1954 (5 - [aziridin-1-il] -2.4-
dinitrobenzamida), que se convierte en un agente citotoxico provocando la
sensibilizacion selectiva de las células que expresan NTR o tumores para el pro-
farmaco. De este modo NTR/CB1954 tiene potencial para su uso en la terapia
génica del cancer (Bhaumik y cols., 2012; Christofferson y Wilkie, 2009).

CB 1964 es toxico porque genera lazos cruzados (crosslinks) en el ADN, seguidos
mas tarde por una reaccidon no enzimatica con tioesteres como el acetil CoA,
causando apoptosis en células proliferantes y no proliferantes (Djeha y cols., 200;
Knox y cols., 1993; Friedlos y cols., 1992).

Tras los estudios realizados in vitro e in vivo en tumores metastasicos
colorrectales, carcinoma hepatocelular, cancer de cabeza y cuello, cancer de
prostata, ovario, y lineas celulares de adipocitos, entre otros, (Searle y cols., 2004;
Felmer y Clark, 2004; Djeha y cols., 2000), se han desarrollado ensayos clinicos
con estas construcciones. En 2001, se realizo un ensayo en fase I con treinta
pacientes con tumores predominantemente gastrointestinales tratados con CB
1954 administrado por via intravenosa. Posteriormente, este mismo grupo llevo a
cabo un ensayo de fase I que combinaba NTR mediada por adenovirus y CB 1954

en pacientes con tumores hepaticos primarios y secundarios (Chung-Faye y cols.,
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2001). Se presento en 2009 un ensayo clinico de fase I/ II en el cancer de prostata
mediante inyeccion intraprostatica directa de un vector de adenovirus de
replicacion defectuosa que codifica la nitrorreductasa (NTR) en relacion con el
pro-farmaco CB 1954. Un total de 19 pacientes recibieron el virus mas el pro-
farmaco y se observo una toxicidad minima y un aumento en el tiempo para la
progresion del PSA (antigeno prostatico especifico) del 10% en 6 de los 18

pacientes a los 6 meses.

2.4.4.2. Sistema asesino-suicida de accion directa:

a. Gen de la apoptina

La apoptina es una proteina codificada por el virus de la anemia del pollo
(CVA). ElI CVA, es un miembro de la familia del circuvirus, es muy pequeno, de
23 a 25 nanometros, de ADN monocatenario, circular. Es extremadamente
resistente, capaz de soportar desinfectantes comerciales, temperaturas de 131
grados F durante 30 minutos, dificil de eliminar cuando infecta un grupo de
animales (Maddika y cols, 2006; Noteborn y Koch, 1995). El genoma del CVA
codifica tres proteinas VP1 de 51,6 kDa, VP2 de 24,0 kDa y VP3 o Apoptina de
13,6 kDa (Noteborn y Koch, 1995). VP3 o Apoptina es una proteina pequefia de

121 aminodcidos, rica en prolina, serina y treonina (Tavassoli y cols., 2005).

La apoptina induce apoptosis en células tumorales, y en lineas celulares
transformadas (Los y cols, 2009; Backendorf y cols., 2008; Alvisi y cols., 2006;
Pietersen y Noteborn, 2000; Noteborn, 1999). Sin embargo, sé6lo, algunos estudios
demuestran la capacidad de la apoptina para producir apoptosis también en lineas
celulares normales (Tavassoli y cols, 2005; Guelen y cols, 2004).

Apoptina actia induciendo apoptosis independientemente de p53 y, segun varios

autores, también independientemente de Bcl-2 y Bel-XL, por lo tanto puede ser de
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gran utilidad en el esfuerzo para lograr la eliminacion especifica y eficiente para la
destruccion de células tumorales, que han pasado a ser resistentes a la induccion
quimioterapéutica de la apoptosis, debido a la falta de p53 funcional y
sobreexpresion de Bcel-2 y BCR-ABL (Oro y Jan, 2004; Noterborn 1999; Danen-
Van Oorschot y cols., 1999). Sin embargo hay otros autores que ponen en duda la
independencia de apoptina con respecto a la presencia o sobreexpresion de Bel2 y
Bcl-XL (Burek y cols., 2006; Maddika y cols., 2005), es una cuestion aun a
debate (Liy cols., 2012; Li y cols., 2010).
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Figura 18: Estructura de la apoptina. Fuente: Los y cols, 2009

El mecanismo molecular por el que apoptina induce la apoptosis no se conoce
todavia completamente. La muerte celular mediada por apoptina, parece
independiente de los receptores de muerte celular, ya que, células deficientes en
FADD vy la caspasa-8, los principales reguladores de la via extrinseca de
apoptosis, siguen siendo sensibles a la apoptina. Por otra parte, el bloqueo de los
receptores de muerte con CD95 no afecta a la muerte celular inducida por
apoptina. Es probable que actue a través de la via mitocondrial. Se produce una

pérdida de potencial de membrana mitocondrial, y la liberacion de las proteinas
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mitocondriales como el citocromo ¢ y el factor inductor de apoptosis (Marek y
cols., 2009; Maddika y cols., 2005). En este esquema es fundamental la presencia
de la molécula Akt fosforilada, y en este sentido la proteina 70 (Hsc70) puede
jugar un papel importante (Chen y cols., 2011). Células carentes de la Apaf-1,
molécula crucial en la via mitocondrial, serian resistentes a la accion de la

Apoptina (Marek y cols., 2009; Burek_y cols., 2006). La Apoptina en las células

cancerigenas migra dentro del nucleo y finalmente produce la activacion de la via
mitocondrial de una manera Nur 77 dependiente. El producto del nur 77 es una
proteina que pertenece a la familia de receptores nucleares, es un receptor
esteriodeo y puede provocar, directa o indirectamente, liberacion del citocromo ¢
(Marek y cols., 2009). La principal controversia, en cuanto a la funcion de bcl-2,
se podria explicar con la participacion de Nur77 que puede unirse a Bcl-2 y
cambiar sus propiedades, de tal forma que pasaria de ser una molécula anti-
apoptotica, a ser pro-apoptotica. En consecuencia, la expresion de diferentes
niveles de Nur77 en diversos tipos de células podrian explicar la efectos opuestos
de Bcl-2 en la apoptosis inducida por apoptina (Xiao y cols., 2010). El C-terminal
de apoptina contiene una sefal de localizacion nuclear (NLS), que reside entre los
aminoacidos (aa) 70 a 121. El extremo N-terminal (aa 1-69) contiene una supuesta
secuencia de exportacion nuclear (NES), que se encuentra entre los aa 33 a 46
(Tavasollini y cols., 2005). Se determindé que la acumulaciéon nuclear de la
apoptina se podia ver reforzada por la fosforilacion dentro de

la region del NLS y, justo por encima, de la sefal de exportacion nuclear (NES),
Thr-108. Hay estudios que indican que apoptina estd presente también en el
nucleo de las células no transformadas, aunque en niveles mas bajos comparados

con las células cancerigenas. (Figura 19)
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Figura 19: mecanismo accioén apoptina en células tumorales. Fuente: (Los y
cols, 2009)

En las células normales hay un mecanismo que induce a la exportacion
desde el nucleo celular para inhibir la apoptosis, estos procesos estan inhibidos o,
son mucho menos eficientes, en las células cancerigenas, lo que causa apoptosis
(Maddika y cols., 2006).
Algunos estudios han objetivado la posibilidad de apoptina para bloquear el ciclo
celular en G2- M e inducir a la condensacion de la cromatina en las células

cancerigenas (Teodoro y cols., 2004; He y cols., 2004).
En los ultimos afios se ha seguido investigando el mecanismo de accion de

apoptina (Zhou y cols., 2012). Ha sido estudiada en cultivos de células humanas

tumorigénicas, y /o transformadas, derivadas de melanoma, hepatocarcinoma
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(Zhao y cols., 2013; Xiao y cols., 2006; Peng y cols., 2007), tumores cerebrales
como el glioma (An y cols., 2013), cancer nasofaringeo (Fang y cols., 2012),
cancer gastrico (Liu y cols., 2012), leucemia (Lee y cols., 2012), carcinoma de
colon (Zhou y cols., 2011), prostata (Zhang y cols., 2013; Liu y cols., 2006) de
cancer de pulmoéon (Lian y cols.,2007) de mama, linfoma, osteosarcoma,
colangiocarcinoma, (Marek y cols., 2009; Noteborn, 1999). Se analiz6 el
potencial antitumoral y mecanismo de accion simultanea de apoptina e IL- 18 en
carcinoma pulmoén en ratones. Se vio que el crecimiento o estabilizacion del
tumor en ratones inmunizados con apoptina en conjugacion con IL- 18 era
significativamente inhibido comparado con el crecimiento del tumor en ratones
inmunizados con vector vacio (EV) o s6lo con apoptina. Los resultados llevaron a
pensar, que la vacunacidén con apoptina e IL-18 puede ser una fuerte estrategia

para la immunoterapia en el cancer (Lian y cols., 2007)

b. Gen gef

El gen gef es miembro de una familia de genes conocida como genes
killer. Esta familia de genes esta constituida por plasmidos que codifican para los
genes hok, flmA, srnB, pndA y los genes cromosdmicos gef y relF de la bacteria
gram negativa, Escherichia coli. Todos estos genes codifican pequefias y toxicas
proteinas de aproximadamente 50 aminoacidos homodlogas funcional vy
estructuralmente (Poulsen y cols 1991, Gerdes y cols 1990). Estas proteinas
provocan una caida del potencial de membrana, formando poros, lo que permite
un flujo saliente de Mngr y entrante de moléculas periplasmicas (Davison, 2002),
se induce la detencion de la respiracion celular y posteriormente, las células se
someten a cambios morfologicos, hasta convertirse en las llamadas, células
“fantasma”, que ya son células no viables (Boulaiz y cols., 2003; Klemm y cols.,
1995). La proteina de gef fue detectada por anticuerpos anti péptido y se vio que

es una proteina que se ancla en la membrana citoplasmadtica por su extremo N-
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terminal con la parte C-terminal localizada en el periplasma, en una forma
dimérica con, al menos, un enlace disulfuro. La porcion periplasmica codifica el
dominio téxico responsable de la muerte celular, aunque la dimerizacién no es
necesaria para la toxicidad (Poulson y cols, 1991). El mecanismo por el que actiia
la proteina de gef no esta claramente descrito. Se propone que interactiia con una
proteina completa de la membrana, y por otra parte se propone que la proteina gef
no tiene un receptor especifico y que forma un oligbmero que abre poros

(Poulson, 1991).

Toda esta familia de genes, parece compartir una aparente regulacion post-
transcripcional de la expresion aunque por diferentes mecanismos (Poulsen y cols

1991, Gerdes y cols 1990).

Se han realizados experimentos transfectando el gen gef a células de
cancer de mama (MCF-7) en los que se han objetivado una disminuciéon de la
proliferacion celular asi como un aumento de la apoptosis (Boulaiz, 2003).
Posteriormente se propone la posibilidad de que la induccion de gef a la apoptosis,
en esta misma linea celular, sea regulada por p53, ya que se ha observado un
incremento de la expresion de p53 en las células transfectadas con el gen gef.
(Boulaiz, 2011). Se han llevado a cabo pruebas in vivo para el estudio de su efecto
sobre melanoma. En un primer lugar se estudi6 la inhibicion de la proliferacion de
las células de melanoma (B16-F10) in vitro, y posteriormente se estudio como
decrecia el volumen de un tumor in vivo (en ratones), objetivando la via
mitocondrial como camino hacia la apoptosis (Prados J, 2010). Otros estudios,
también con lineas celulares de melanoma (MS-36) observaron una disminucion
en la proliferaciéon asi como cambios morfologicos evidentes en las células

transfectadas (Boulaiz y cols., 2008)
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3 TERAPIA COMBINADA

La cirugia, la quimioterapia, la radioterapia y sus combinaciones son el
tratamiento estandar para los pacientes con cancer. Sin embargo, todas las terapias
tienen limitaciones e inconvenientes. La invasion y la diseminacion tumoral fuera
de zonas accesibles, son una desventaja para la cirugia y la radioterapia. Hay
tumores que desarrollan una répida resistencia a los medicamentos empleados en
su tratamiento y aunque, el proposito de estos tratamientos sea mejorar el
pronostico de la enfermedad y aumentar la supervivencia de los pacientes, en
muchas ocasiones, son tratamientos que generan toxicidades considerables y
efectos secundarios indeseables. Todas estas limitaciones de las terapias
convencionales, hacen necesario investigaciones contra el cancer que se esmeren
en mejorar la eficacia de los agentes citotoxicos y reducir sus efectos adversos. En
este contexto surge el concepto de terapia combinada y se estudia la posibilidad
de utilizar, de forma conjunta, la accion de los fArmacos antitumorales y la terapia
génica, buscando acciones sinérgicas entre ambas estrategias (Prados y cols.,

2012).

Se ha estudiado la accion combinada de la apoptina y radioterapia en el
tratamiento del carcinoma hepatocelular, mejorando la eficacia de la radioterapia
(Han y cols., 2011). Schoop y colaboradores analizaron la respuesta en lineas
celulares de cancer escamoso de cabeza y cuello, resistentes a radioterapia y
sensibles a ella, la exposicion concurrente a la irradiacion y apoptina produjo la
liberacion del citocromo ¢ mitocondrial y la escision de la caspasa-3 en ambas,
mientras que solo la irradiacion en las células resistentes no lo consiguio,
concluyendo que el tratamiento de apoptina representa una forma efectiva para
mejorar la radioterapia de los tumores que responden mal a la misma (Schoop y
cols., 2010). En lineas celulares de carcinoma nasofaringeo Fang y sus

colaboradores, mostraron que la apoptina en combinaciéon con la terapia

66



Blanca Caceres Granados Introduccion

fotodinamica tiene un mejor efecto terapéutico que dichas terapias por separado
(Fang y cols., 2012). También se ha podido comprobar el beneficio del uso de
apoptina y quimioterapia, se vio el efecto terapéutico combinado con
doxorrubicina (ADM) y cisplatino (CDDP) sobre el carcinoma hepatocelular en
ratones. Siete dias después del tratamiento, el volumen medio del tumor en los
ratones que recibieron la inyeccion del adenovirus, que contiene el gen de la
apoptina, combinado con ADM y CDDP se redujo significativamente. No se
observd ningun efecto adverso del tratamiento en el curso del experimento (Liu y
cols., 2010). Apoptina combinada con dacarbazina revelé un efecto citotoxico
sinérgico en el tratamiento del melanoma, tanto in vitro, como in vivo, en ratones
(Jin y cols., 2011). El efecto de la combinacion de la apoptina y paclitaxel ha sido
valorado en lineas celulares de cancer de prdstata, osteosarcoma y céncer de
pulmoén (Olijslagers y cols., 2007). En céncer de prostata se vio igualmente un
efecto mejorado de apoptina cuando se combina con inhibidores de la ceramidasa

(Liu y cols., 2000).

El gen gef fue capaz de mejorar el efecto anti-tumoral de paclitaxel,
docetaxel y doxorrubicina en cancer de mama. Las células de cancer de mama
humano MCF-7 transfectadas y no transfectadas con el gen se expusieron a
diferentes concentraciones de los citados farmacos. La terapia combinada con gef
/ farmacos caus6 una disminucion en la viabilidad celular. Sin embargo, so6lo la
combinacion gef-doxorubicina indujo una mayor mejora en la actividad
antitumoral en las células MCF-7. Estos resultados se confirmaron usando
esferoides, y observando que la disminuciéon del volumen con la terapia
combinada fue mayor que la obtenida usando la terapia génica o la quimioterapia
por separado. Esta estrategia combinada supuso un efecto sinérgico significativo,
permitiendo asi la utilizacion de bajas dosis de los farmacos para lograr el mismo
efecto terapéutico (Prados y cols., 2010). Por otra parte, se evalud la posibilidad

de mejorar el efecto antitumoral del paclitaxel en células de cancer de pulmon,
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combinando el uso de este farmaco con el gen gef, usando la linea celular de
cancer de pulmoén, A-549, tanto en cultivos celulares como con la formacion de
esferoides. Se observo que el uso de paclitaxel en la linea transfectada con el gen
gef mejoro el efecto quimioterapéutico del medicamento. El gen gef, por tanto,
ademas de tener un efecto citotoxico en las células de cancer de pulmén, aumenta
la inhibicion del crecimiento celular cuando se utiliza con paclitaxel (Prados y
cols., 2008). En el mismo sentido, se valoré el efecto citotoxico del gen gef en las
células de carcinoma de colon (T-84) con el fin de mejorar el efecto antitumoral
de los farmacos quimioterapéuticos utilizados como tratamiento de primera linea.
Se encontrdé que el gen gef inducia una marcada disminuciéon en la viabilidad
celular en la linea T-84 y cuando su expresion se combiné con la de los farmacos
de eleccion en el tratamiento del cancer de colon (5-fluorouracilo, irinotecan y
oxaliplatino), se observo un fuerte efecto sinérgico (Ortiz y cols., 2012).

Otro gen, el gen E, codifica una proteina de membrana con un dominio
toxico que conduce a una disminucion en la tasa de crecimiento de las células
tumorales. La terapia combinada del gen E con 5-FU, &cido félico (FA) y CPT-11
o 5-FU/FA/Oxaliplatino indujo una inhibicion significativa del crecimiento en
células de cancer de colon. Ademas, el gen E ha mejorado también el potencial de
paclitaxel para inducir apoptosis en las células de cancer de pulmén A-549 (Ortiz
y cols., 2010). El efecto de la terapia combinada con el gen E, ha sido estudiado,
igualmente, en la linea de cancer de mama, MCF-7 y en esferoides, utilizando
diferentes gradientes de concentraciones de los farmacos paclitaxel, docetaxel y
doxorrubicina. Se observé una mejora significativa de la inhibicion de la
proliferacion cuando se asociaba la transfeccion del gen E y el uso concomitante
de los farmacos citotoxicos en comparacion con los tratamientos individuales
(Rama y cols., 2011).

Ma y colaboradores encontraron una actividad antitumoral sinérgica en la
combinacion de plasmidos que expresan VEGF shRNA y cisplatino a dosis bajas

sin toxicidad evidente. La eficacia antitumoral mejorada se asocid con una
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disminucién de la angiogénesis y el aumento de la induccion de la apoptosis (Ma
y cols., 2010). Recientemente, se ha realizado un estudio clinico en fase II
evaluando la combinacion de cediranib (un inhibidor del VEGF) y fulvestrant (un
antagonista de los receptores estrogénicos) en el cancer de mama hormono-
sensible, metastasico. Cediranib mas fulvestrant pueden mostrar actividad clinica
en esta poblacion, pero cediranib 45 mg no fue lo suficientemente bien tolerado.
Se plantea la posibilidad de continuar las investigaciones con dosis mas bajas de
quimioterapia (Hyams y cols., 2013). La integracion de la terapia antiangiogénica
con la quimioterapia se ha valorado también en el cancer de células pequenas de
pulmoén, con la formulacion de nanoparticulas para combinar inhibidores de
VEGF y gemcitabina. Se evalué el efecto antitumoral de la terapia de
combinaciéon tanto en modelos de xenoinjertos como con la administracion
sistémica. La terapia de combinacion dio lugar a la inhibicion del crecimiento del
tumor, con poca toxicidad in vivo (Zhang y cols., 2013).

Kanazawa y colaboradores estudiaron in vitro e in vivo el tratamiento en la
linea celular de cancer laringeo (HEP-2) y HeLa con un vector adenoviral que
codifica la enzima timidina quinasa del virus del herpes simple tipo 1 (AAVtk /
GCV), y 4 Gy de irradiacion, observando que la irradiacién aumentaba los efectos
de AAVtk / GCV por cuatro veces en las células HeLa y 15 veces en las células
HEp-2. Después de los experimentos in vitro, se evalud la expresion de los
transgenes y la actividad antitumoral de los vectores de AAV en combinacioén con
rayos gamma en ratones desnudos inoculados con células HEp-2 por via
subcutdnea. El sistema de AAVtk / GCV suprimid el crecimiento del tumor, y el
uso de rayos gamma aument¢ la actividad antitumoral por cinco veces (Kanazawa
y cols., 2003).

El efecto de la terapia génica suicida en combinacion con inmunoterapia
antitumoral fue estudiado en un modelo de xenoinjerto de raton en el carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello. Se observo que la apoptosis fue mayor

en el grupo que recibio la terapia combinada, en comparacion con el grupo tratado
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solo con HSVtk / GCV o so6lo con IL-2 (Ambade y cols., 2010). En 2011 se
publican los resultados de un estudio clinico de la Fase IB en el tratamiento del
glioma maligno asociando cirugia, radioterapia, temozolomida y AdV-tk. Los
pacientes con glioma maligno recibieron AdV-tk en 3x10', 1x10", o 3x10"
particulas de vector (VP) mediante inyeccion en el lecho del tumor en el momento
de la cirugia, seguidos de 14 dias de valaciclovir. La radiacion se inicid dentro de
9 dias después de la inyeccion AdV-tk. La temozolomida se administré después
de completar el tratamiento con valaciclovir. Fueron tratados trece pacientes y
doce completaron la terapia. Actualmente la fase II del estudio esta en desarrollo
(Chiocca y cols., 2011).

Se trataron lineas celulares de cancer de pulmoén de células pequenas
(SCLC), con un promotor (insulinoma-1, INSM1) con el que poder dirigir
diferentes sistemas: levadura citosina desaminasa-uracilo fosforribosil transferasa
(YCD-YUPRT) en combinacién con el profarmaco 5-fluorocitosina (5-FC) o
Escherichia coli nitrorreductasa (NTR) junto con el profarmaco bromomustard
SN27686. Se encontré que la actividad del promotor de INSM1 cambiaba o
aumentaba en las células de SCLC quimiorresistentes y Xenoinjertos en
comparacion con variantes sensibles a la quimioterapia. Por otra parte, se observo
que la combinacion de la terapia INSM1, YCD-YUPRT/5-FC y la quimioterapia,
asi como la combinacion de INSMI1, YCD-YUPRT/5-FC y la terapia
NTR/SN27686, fue superior a la respuesta de los agentes terapéuticos por

separados en las células de SCLC quimiorresistentes (Michaelsen y cols., 2012).

Zaoui y sus colaboradores han disefiado un virus del sarampion (MV)
oncolitico dirigido al factor de crecimiento epidérmico, EGFR, armado ademas
con la enzima bifuncional citosina desaminasa / uracilo fosforribosiltransferasa
(CD / UPRT). CD / UPRT convierte la 5-fluorocitosina (5-FC) en el
quimioterapéutico 5-FU, un pilar en la quimioterapia del carcinoma de células

escamosas de cabeza y cuello (HNSCC). En ratones portadores de xenoinjertos de
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HNSCC, la administracion intratumoral de MV-antiEGFR dio como resultado un
retraso en el crecimiento del tumor y la prolongacion de la supervivencia. Se
concluye que la “quimioviroterapia” con EGFR y CD / UPRT MV es muy eficaz
en entornos preclinicos, con implicaciones directas para la traslacion a la Fase I de
ensayos clinicos prevista de MV para el tratamiento locorregional del cancer de

células escamosas de cabeza y cuello (Zaoui y cols., 2012).
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Los objetivos del presente trabajo de investigacion han sido:

1. Construir vectores retrovirales de expresion inducible en células eucariotas
que integren correctamente los genes gef y apoptina con el objetivo de

expresarlos de forma controlada en un modelo experimental “In vitro”.

2. Optimizar las condiciones adecuadas de transduccion del vector inducible
con el inserto gef y/o apoptina y valorar su expresion en células tumorales
con el objeto de analizar sus posibilidades como terapia génica

antitumoral usando la linea DLD1 de carcinoma de colon.

3. Analizar los efectos de la expresion controlada de los genes gef y/o
apoptina en las células tumorales valorando los cambios en sus

caracteristicas bioldgicas: proliferacion, morfologia y ciclo celular.

4. Estudiar el principal mecanismo de accion mediante el cual los genes gef

y/o apoptina ejercen su actividad tumoral.

5. Determinar el efecto potenciador que la terapia génica, con los genes gef
y/o apoptina, ejerce sobre agentes antitumorales clasicamente usados en el
tratamiento del cancer de colon, y seleccionar la terapia combinada gef y/o

apoptina-citotoxicos mas eficaz para el tratamiento de este tipo de tumor.
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1. LINEAS CELULARES

Los estudios han sido realizados con la linea DLDI de carcinoma
colorrectal que fue obtenida del Servicio de Inmunologia del Hospital Virgen de
las Nieves (Granada, Espafia) La linea celular empaquetadora de vectores virales

PT67 fue comprada a Clontech, Palo Alto, California, EEUU.

2. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES

El cultivo de las células se realizo en frascos de cultivo (Falcon) de 260ml
con 75cm’® de superficie Gtil o de 50 ml de 25cm® de superficie util, que se
mantuvieron en estufa a 37°C, atmoésfera de 5% de CO; y 90% de humedad.
Todas las manipulaciones de las lineas se realizaron trabajando en campana de
flujo laminar (Micro-V, Telstar, Espafa), y utilizando materiales y soluciones

estériles.

Las lineas celulares DLD1 y PT67 fueron cultivadas con medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Eagle modified Eagle Medium, Sigma, St. Louis, MO,
EEUU) suplementado con un 10% de suero bovino fetal inactivado por calor
(FBS) (Sigma), 2% de L-glutamina, 2.7% de bicarbonato sodico, 1% de tampon
Hepes, 40 mg/l de gentamicina y 500 mg/l de ampicilina.

3. MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES

3.3.1 Cambio de medio
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El medio de cultivo fue cambiado de acuerdo con su acidificacion (color

amarillo), siempre antes de que se alcanzase una coloracidon inadecuada.

3.2 Lavado de las células

Esta operacion se realizo antes de la congelacion, de la division del cultivo
celular, antes de realizar experimentos y antes de algunos cambios de medio si se
apreciaba algun resto en el medio de cultivo. Se afiadieron unos 20ml de PBS
estéril a las células y se centrifugan a 200g durante 5 minutos, posteriormente se

retira el sobrenadante

3.3 Division del cultivo celular

Antes de que los cultivos alcanzaran una saturacion inadecuada, las células
fueron divididas. Para ello, las células adheridas al frasco de cultivo fueron
despegadas anadiendo una solucion de PBS-EDTA al 0.04%, se incubaron
durante 10 minutos a 37°C. Se golped suavemente, varias veces el falcon, para
que las células se despegaran adecuadamente, ya que el EDTA secuestra el Cat++,
necesario para la adhesion celular. Las células despegadas en la solucion de PBS-
EDTA se volcaron en frascos de 25ml estériles, se afiadio PBS para contrarrestar
el efecto del EDTA y fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante fue eliminado, el botén celular resuspendido en nuevo medio de
cultivo y finalmente se pasé a dos nuevos frascos de cultivo, de tal forma que el

cultivo quedo duplicado.

4. CONGELACION DE LAS LINEAS CELULARES

Las células, una vez despegadas de la superficie de los frascos de cultivo

como se ha descrito anteriormente, fueron centrifugadas en frascos de 25 ml
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estériles a 1500 rpm durante 5 min. y fueron lavadas 2 veces con PBS. Se retiro el
sobrenadante y se resuspendieron en medio de congelacion a razon de 0.5 x 10°
células por ml. A continuacion fueron dispensadas en criotubos e introducidas
inmediatamente en congelador a -80°C donde permanecieron 24 h, siendo

almacenadas después definitivamente en nitrégeno liquido.

Medio de congelacion: suero fetal bovino (Sigma), inactivado en calor humedo a

56° durante 30 minutos y dimetil sulféxido (DMSO) al 10%.

5. DESCONGELACION DE LAS LiINEAS CELULARES

Las lineas celulares (en criotubos y almacenadas en nitrogeno liquido),
fueron descongeladas en calor himedo a 37°C. Tras ello, en la cabina de flujo
laminar, las células se pasaron a un frasco de 25ml o de 15 ml estéril al que se
afiadi6 medio de cultivo siendo centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos. Se
desecho el sobrenadante, se lavo con PBS y el boton celular fue resuspendido en

nuevo medio de cultivo y depositadas en un frasco de cultivo celular.

6. CONTAJE CELULAR

Tras despegar y centrifugar las células, como se ha descrito previamente,
el pellet se resuspende en medio de cultivo. Para conocer la densidad del cultivo
se preciso de la ayuda de una camara de Neubauer o celdas de conteo. Se contaran
las células que aparecen en cada cuadrante de la camara, se dividird ese niumero
entre cuatro, se multiplica por 10.000 y por el factor de dilucién de la muestra que

tomemos para contar.
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7. CONSTRUCCION DE VECTORES RETROVIRALES DE EXPRESION
EN EUCARIOTAS CON LOS GENES gef'Y/O apoptina

Para la construccion de los vectores se usé el sistema “BD RevTet-On”
que incluye los vectores pRevTet-On y pRev-TRE, y la linea celular RetroPack
PT67, comprados a Clontech, Palo Alto, California, EEUU. El gen apoptina tue
cedido por el Dr. Mahvash Tavassoli, del Instituto Rayne, King’s College,
London, y el gen gef fue cedido por el Dr. J.L. Ramos, de la Estacion
experimental del Zaidin del CSIC, Granada, Espafia.

El plasmido pRevTRE fue digerido con las endonucleasas de restriccion
BamH I y Hind III y sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (la
preparacion de los genes se explica mas adelante). Posteriormente la banda

obtenida fue purificada utilizando el Kit Gene-clean.

Mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que
se describird mas adelante, y con la utilizaciéon de los primers adecuados (se
exponen posteriormente), se obtuvo una amplificacion de 170 pb correspondiente
al gen gef 'y 473 pb correspondientes al gen apoptina, que clonamos en el
plasmido pRevTRE. El vector y el inserto se sometieron a una reaccion de
ligacion de extremos cohesivos. El corte con las mismas enzimas de restriccion,
permitié la orientacion adecuada de los insertos. Para ello se mezclaron en un
eppendorf los siguientes componentes: 6 pl del inserto, 6 pl del vector ambos
digeridos y purificados, 1 pl de buffer de ligacion (10x), 1 pl de la enzima ligasa
(10 U/ul) (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) y, por altimo, 0.5 ul de agua.
Se incub6 8-24 h a 15°C y se congeld a —20°C para su conservacion y posterior
transformacion de las bacterias. La presencia de los insertos en el plasmido se
determiné por RT-PCR, utilizando los primers para gef'y apoptina adecuados (la

técnica y los primers se describen mas adelante). Con los productos de ligacion se
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transformaron bacterias Escherichia Coli competentes y, posteriormente, se
procedido a la extraccion de los pldsmido, lo que nos permitid6 obtener las

cantidades necesarias para las experiencias de transfeccion en la linea PT-67.

8. TRANSFECCION DE LOS PLASMIDOS A LAS CELULAS.

Las células empaquetadoras fueron sembradas en placas de 6 pocillos. Uno
de los pocillos se dejo sin transfectar sirviéndonos de control. Cuando tuvieron
una confluencia del 60%, las células fueron lavadas dos veces con DMEM e
incubadas con 2ml de medio antes de la transfeccion con 10ug de pRevTRE-gef,
que contenia el ADNc de gef. En otra placa se realizé el mismo proceso para la
transfeccion con pRevTRE-apoptina. El método utilizado para la transfeccion fue
por liposomas (Life Technology, Gibco BRL). Tras 6 horas de la transfeccion, se
realizé un cambio de medio y se inicid la seleccion de los clones con pRevITRE-
gef y pRevTRE-apoptina mediante higromicina (0.4 mg/ml). La seleccion durd

dos semanas. La segunda semana la dosis de higromicina se bajo a la mitad.

Las células DLD1 se sembraron igualmente en placas de 6 pocillos y
cuando alcanzaron una confluencia del 60% fueron transfectadas con pRevTet-
On, mediante liposomas, usando FuGENE™6 Transfection Reagent (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN). Los clones de pRev Tet-On fueron seleccionados
afladiendo al medio geneticina (lmg/ml). Se mantuvieron con estas
concentraciones de antibioticos una semana y después se redujo las dosis a la
mitad y se trataron durante una semana mas. A la linea celular obtenida la

llamamos DLD1/Tet-On.
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En ambos casos para mejorar la transfeccion, se afiadid polybrene con una
concentracion final de 4pg/ml (filtrado, con filtros de 045 um y sin
nitrocelulosa).

En ambos casos, tras la seleccion, las colonias que quedaron en cada pocillo se
dejaron crecer y posteriormente se recogieron, despegandolas con PBS-EDTA, se
centrifugaron y se resuspendieron en medio de cultivo para pasarlas a un falcon de
25¢m™.. Posteriormente fueron nuevamente despegadas para poder ponerlas en un

frasco de cultivo mayor y congelar.

9. OBTENCION DE LINEAS ESTABLES DLD1/TET-ON-GEF, DLD1/TET-
ON-APOPTINA, DLD1/TET-ON-GEF-APOPTINA.

Una vez que se tuvieron suficientes células empaquetadoras portadores de
los genes gef o apoptina, se procedi6 a infectar a las células DLD1/Tet-On con los
vectores retrovirales contenidos en el medio de cultivo de dichas células

empaquetadoras.

Las células DLD1/Tet-On se sembraron en 2 placas de 6 pocillos, cuando
alcanzaron una confluencia de un 60% aproximadamente, se les afiadié un ml de
medio de cultivo y otro ml del medio de cultivo recogido de los falcons de las
células pT67-pRevTRE-gef, sin haber sido congelado antes, afiadiéndole al medio
polybrene con una concentracion final de 4pg/ml (siempre previamente filtrado).
Uno de los pocillos de la placa de 6, no fue infectado, de forma que se utilizd
como control en la posterior seleccion con higromicina. La placa fue centrifugada
durante 30 minutos a 1500 rpm. Pasadas de 4 a 6 horas se cambio el medio. El
proceso se repitid de tres a seis veces para mejorar la infeccion. Tras dos dias de la
infeccidn, se inicid la seleccion, utilizando para ello higromicina (0.4mg/ml)
durante una semana. Después se continud una semana mas con higromicina a

mitad de dosis. Tras este tiempo se pudo observar que el pocillo control alcanzo el
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maximo de confluencia y en el resto de pocillos s6lo quedaban algunas colonias.
Se pas6 a medio de cultivo habitual y se dejaron crecer, para posteriormente
despegarlas, y pasarlas, previo lavado, a un frasco de cultivo de 25cm. A las
células las llamamos DLD1/Tet-On-gef. Posteriormente las células se congelaron
en criotubos y parte de ellas se comenzaron a cultivar en frascos de cultivo de
75cm’.

De la misma manera se realizo la infeccidbn para conseguir la linea
DLD1/Tet-On-apoptina.

Para obtener la linea DLD1/Tet-On-gef-apoptina, se realizé siguiendo el
mismo proceso pero haciendo la infeccion sobre la linea DLD1/Tet-On-gef, con el

medio de cultivo de las células PT67-pRevTRE-apoptina.

10. INDUCCION DE LAS LINEAS INFECTADAS

Para la induccion de los genes gef'y apoptina se utilizo Doxicliclina (Dox)
(Sigma). Previamente realizamos un estudio de proliferacion con dosis crecientes
de Dox para determinar el nivel de tolerancia de la linea DLDI1 salvaje al
antibiotico. Con concentraciones crecientes desde 1 a 4.5 pg/ml. Como se explica
en el apartado de resultados, no se objetivaron cambios en la proliferacion. La

dosis usada para la induccién de la expresion de los genes fue de 2pug/ml.

11. EXTRACCION DE ARN DE CELULAS EUCARIOTAS.
Se obtuvo ARN total de las células DLD1, DLD1/Tet-On-gef, DLD1/Tet-

On-apoptina y DLD1/Tet-On-gef-apoptina. El ARN en las células infectadas fue

obtenido tras 24 horas de induccion con Dox. La extraccion del ARN se realizd
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mediante Micro RNA Isolation Kit (Promega, Madison, WI). La extraccion de

ARN se realizé a partir de cultivos de 10°-10° células.

Las células se lavaron con PBS frio dos veces y posteriormente fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min. y se recogio el pellet celular. Los pellet
celulares se resuspendieron en 1 ml de PBS y se llevaron a un eppendorf en el
cual se les anadio 300 pl de solucion de desnaturalizacion, 2.16 pl de Nahoa 2 M,
60 ml de cloroformo, se mezclaron y se centrifugaron durante 5 min. (13-14000
rpm). Se transfiri6 la fase transparente (superior) a otro eppendorf estéril con
cuidado para no arrastrar la interfase. Se le afiadieron 300 pl de isopropanol, se
mezclo bien y se dejo reposar 30 min. a —20°C. Se retir6 el sobrenadante y se lavo
el pellet con 600 pl de la mezcla del etanol al 75% y DEPC H,O al 25%. Se
volvié a retirar el sobrenadante y se secd el pellet al vacio durante 5 min.
Finalmente, se resuspendi6 el ARN en 50 pl de agua bidestilada y se guard6 a —

20°C.
Un pg de ARN fue chequeado mediante electroforesis a 80 V durante en
un gel de agarosa al 1%. La visualizacion del ARN por transiluminador de

ultravioletas (Bio-Rad) nos permitié comprobar que no se encontraba degradado.

Su concentracion fue estimada mediante espectrofotdmetro.

12. TRANSCRIPTASA REVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (RT-PCR)

12.1 Transcriptasa reversa...
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Utilizando el ARN total obtenido previamente, se realiz6 la transcriptasa
reversa mediante kit Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI).

Cada tubo de reaccion contenia un volumen total de 20 ul compuestos de:

- ARN total (1 pg).

- Tampon de transcriptasa reversa 10x (2 pl).

- Proteina inhibidora de RNAsa (0,5 pl).

- d NTP (mezcla 10mM) (2 pl)

- oligo(dT)o Ramdom primer (Radom hexameros) 1l

- MgCl, (4 pl).

- Enzima Transcriptasa reversa (AMV, Avian Myeloblastosis Virus reverse
transcriptase) (1 pul). (Anadiéndola al final).

- Agua hasta 20 pl.

Los eppendorf fueron puestos en el termociclador con un programa con un
primer paso de 42°C 15 minutos, un segundo paso de 95°C 5 minutos , tercer paso

3°C 5 minutos.

12.2 Reaccion en cadena de la polimerasa.

El resultado de la transcriptasa reversa fue utilizado para realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa, se utilizaron 5ul. Fue llevada a cabo con el

kit GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI).

Cada tubo de reaccion contenia:
- Resultado de la transcriptasa reversa (5 ul).
- Primers 0.25 ul de cada uno

- GoTaq Green Maxter Mix 12.5 ul
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- Agua libre de nucleasas hasta un volumen de 25 pl

Los primers utilizados para la determinacion del gen gef fueron:

Gef 1: 5" gaagcagcataaggcgatg-3’

Gef 2 : 5" ccgecgttgctettacte 37

Con temperatura 51°C ambos.
La preparacion paso6 al termociclador con el programa:

1.- 94°C: 5 minutos

2.-94°C: 1 minuto

3.- 51°C: 1 minuto

4.- 72°C: 1minuto

5.- 32 ciclos

6.- 72°C: 7 minutos

7.- 4°C: hasta retirada de la muestra del termociclador.

Los primers utilizados para determinar la presencia del gen apoptina tfueron:

Apoptina 1: 5'gaacgctctccaagaagatac 3

Apoptina 2: 5 attaccactactcccagecg 3°

Con temperaturas de 48°y 51°C.
La muestra paso al termociclador con el programa:

1.- 94°C: 5 minutos

2.- 94°C: 1 minuto

3.-48.9 °C: 1 minuto

4.- 72°C: 1minuto

5.- 32 ciclos

6.- 72°C: 7 minutos

7.- 4°C: hasta retirada de la muestra del termociclador.

Previamente habiamos realizado una PCR con gradiente de temperatura para

optimizar la temperatura para estos primers.
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Los productos de la PCR fueron chequeados en gel de agarosa al 2% (como se
describe a continuacion) poniendo de manifiesto la amplificacion del fragmento
de 170 pb correspondiente al gen gef y la del fragmento de 473 pb

correspondiente al gen de la apoptina.

Se realizo otra PCR con los primers de B actina, para corroborar la
adecuada integridad de todas las muestras. Los primers de [ actina humana

fueron:

B actina 1: 5 atcatgtttgagaccttcaa 3”

B antina 2: 5’catctcttgctcgaagtcca 3°

Las muestras pasaron al termociclador con el programa:

1.- 94°C: 5 minutos

2.- 94°C: 0:35 minutos

3.- 45°C: 0:30 minutos

4.- 72°C: 0:35 minutos

5.- 25 ciclos

6.- 72°C: 7 minutos

7.- 4°C hasta retirada de las muestra del termociclador.

Los productos fueron chequeados en gel de agarosa al 2% (como se describe a

continuacion). La banda correspondiente a B-actina fue de 316 pb.

12.3 Preparacion del gel de agarosa

Preparamos el gel da agarosa al 2% (para los genes gef'y apoptina) y del
0.8% (para el plasmido). Para el gel al 2% se disolvieron 5 gr de agarosa, se
anadieron 5 ml de TAE al 50x y se enraso hasta 250ml con agua bidestilada. La

agarosa se disolvid calentdndola hasta la ebullicion. Se dejo enfriar. Una vez se
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hubo enfriado, se le afiadieron 30 ul de bromuro de etidio. Se mezcl6é suavemente
y se vertio sobre un porta-geles con peine donde se dejo solidificar. Una vez
solidificado se retird el peine, dejando visibles los pocillos de carga. Para preparar
el gel al 0.8% se disolvieron 2 gr de agarosa en 5Sml de TAE al 50x, y se enraso
hasta 250ml con agua bidestilada. Igualmente la agarosa fue disuelta mediante

ebullicion y tras enfriar se afiadieron 30ul de bromuro de etidio.

Por ultimo se colocd el gel de agarosa en el interior del aparato de
electroforesis que contenia ya la cantidad suficiente de buffer de electroforesis (1

x TAE) para cubrir el gel.

Tampon concentrado de electroforesis (50 x TAE): Tris-acetato 2 M y EDTA 0.05

M, pH 8. Para su utilizacion en la electroforesis se diluye 50 veces.

12.4 Electroforesis

Se coloco el gel de agarosa en el interior del aparato de electroforesis que
contenia ya la cantidad suficiente de buffer de electroforesis (TAE 1x) para cubrir
el gel. Se cargod el marcador de peso molecular (Hyperladder II), y nuestras
muestras, cada una en un pocillo. Una vez realizada la carga de las muestras se
inicio la electroforesis con 50-100 V. Cuando el frente termind de avanzar se par6d
el proceso de electroforesis, se retird el gel de la cubeta y se analizo en el
transiluminador de ultravioleta (Bio-Rad), que nos permitié visualizar las bandas

de ADN y compararlas con el peso molecular.

13. ESTUDIO DE PROLIFERACION CELULAR

Las c¢lulas DLDI1, DLDI1/Tet-On-gef, DLDI/Tet-On-apoptina, y
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DLD1/Tet-On-gef-apoptina (2.5x10%) fueron cultivadas en placas de 6 pocillos
bajo las condiciones descritas anteriormente. Tras 24 horas de cultivo se cambid el
medio y se afiadi6 0.2 pg/ml, de Dox para inducir la expresion de los genes. Las
células pertenecientes a los grupos control, DLD1, fueron tratadas con y sin Dox,
de esta forma volviamos a verificar que Dox no tuviese efecto en el crecimiento
celular de nuestra linea control. El medio se cambi6 cada dos dias hasta el final
del experimento. El experimento se realizd por cuadriplicado. La curva de
proliferacion se obtuvo mediante la fijacion de las placas en los dias 0, 2, 4, 6, 8 y

10 del tratamiento. El proceso fue el siguiente:

1. Se fijaron las células con acido tricloroacético al 10% frio y se incubd
durante 30 min. a 4°C, lavandose a continuacion con agua destilada y

dejandolo secar.

2. Las células asi fijadas se tifieron, durante 20 min. con sulforrodamina

(SRB) al 0,4% en acido acético al 1%.

3. Posteriormente, se lavo el tapiz con &cido acético al 1% y se dejaron secar

de nuevo las placas.

4. El colorante, fijado sobre las células, se solubilizé con una solucién 10

mM Tris-base (pH 10.5) con agitacion suave.

5. Alicuotas de 100 pl se transfirieron a placas de 96 pocillos y se leyeron en
un colorimetro Titertek multiscan (Flow, Irvine, California) a 492 nm. La
recta de calibrado para el ensayo con SRB se realiz6 para cada pase de

células DLDI antes de cada experimento de proliferacion celular.

14. ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA
(APOPTOSIS)
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Se utiliz6 el kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I (Pharmingen,
San Diego, CA, EEUU) para la deteccion de apoptosis mediante citometria de
flujo. Las células (1 x 10°) DLD1, DLD1/Tet-On-gef, DLD1/Tet-On-apoptina, y
DLD]1/Tet-On-gef-apoptina se colocaron en frascos de cultivo de 75 cm” y se
cultivaron toda la noche. Seguidamente se incubaron con Dox, a la concentracion
indicada previamente, durante 2 y 6 dias. Las 4 lineas celulares fueron despegadas
con PBS-EDTA, lavadas dos veces con PBS frio y centrifugadas a 500g durante
10 min. A continuacion fueron resuspendidas en 100 pl de la solucion de binding
buffer (10 mM hepes, pH 7.1; 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClI2, 1.8 mM
CaCl2), tefiidas con anexina V (1 ul de anexina V-FITC (25 pg/ml), 10 ul de
binding buffer, 10 ul yoduro de propidio (PI) (50 pg/ml), 79 ul H,O e incubadas
en oscuridad durante 15 min. a temperatura ambiente. Al cabo de ese tiempo, se
les afiadié 500 pl de la solucién binding buffer y las células (10 000 por muestra)
fueron inmediatamente procesadas con citometria de flujo (Becton Dickinson, San

Jose, CA, EEUU).

15. ESTUDIO DEL CICLO CELULAR.

Las células cultivadas en monocapa fueron despegadas, tras 2 y 6 dias de
induccién con Dox. Fueron lavadas dos veces con un tampoén simple (100 mg
glucosa; 100 ml PBS sin Ca2+, Mg2+) y fijadas con etanol frio al 70% durante
una semana. A continuacion, las células fueron centrifugadas para eliminar el
etanol a 2500 rpm durante 5 minutos y lavadas una vez con un tampon simple. Se
resuspendieron en una solucidon de lIoduro de Propidio (50 pg/ml IP, 0.5 mg/ml
RNasa en tampodn simple, pH 7.4) durante 30 min. en oscuridad. Los datos de 10
000 células por muestra fueron recogidos y analizados con el programa Cellfit de

FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU).
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16. ESTUDIO MORFOLOGICO
16.1 Microscopia optica.

Las células DLDI1, DLDI1/Tet-On-gef, DLDI1/Tet-On-apoptina y
DLD1/Tet-On-gef-apoptina fueron observadas mediante microscopio invertido de
contraste de fase Nikon TM Phase Contrast-2, ELWD 0.3. Las células
transducidas fueron observadas por microscopia Optica desde el inicio de la

seleccion hasta posteriormente su induccion con Dox.
16.2 Microscopia electronica de barrido.

Las células, fueron lavadas dos veces con PBS, y fueron sembradas en
cristales cortados con un lapiz de punta de diamante, de lcm de diametro
aproximadamente. Los cristales fueron esterilizados y cada cristal se coloco en un
pocillo de placas de 24 pocillos, utilizando para ello pinzas esterilizadas
previamente. Se sembraron 1.5 x 10’ células sobre cada cristal. Después de 6 dias
de tratamiento con Dox fueron fijadas en una mezcla de glutaraldehido al 1.5% y
paraformaldehido al 1% en tampon de cacodilato sédico (0.1 M,), durante 24
horas a 4°C. Posteriormente se lavaron con el tampoén, 3 cambios de 15 min. Las
células fijadas y lavadas fueron llevadas al Servicio de Instrumentacién Cientifica
de la Universidad de Granada, donde se encargaron del procesamiento de las
muestras. Una vez procesadas se observaron en Microscopio Electronico de

Barrido (Hitachi, S-510 y AURIGA de Carl Zeiss SMT).
16.3 Microscopia electronica de transmision

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos, 2.5 x 10° por

pocillo. Tras 6 dias de induccién con Dox se le hicieron dos lavados con PBS y se
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fijaron con una mezcla de glutaraldehido al 1.5% y paraformaldehido al 1% en
tampon de cacodilato sodico (0.05 M) durante 2 h a 4°C. Posteriormente se
lavaron con el tampon (0.1 M), 3 cambios de 15 minutos. Las muestras fueron
entregadas en el Servicio de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de
Granada, donde se terminaron de procesar. Posteriormente se analizaron en

Microscopio Electronico de Transmision (LEO 906E Zeiss).

17. ESTUDIO DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL
MEDIANTE JC-1

Se us6 la sonda dual-emission potential-sensitive, 5', 6, 6'-tetra-chloro-1,
', 3, 3'-tetraetil-imidacarbocianina iodida (JC-1) para medir el potencial
mitocondrial de membrana (Aym). JC-1 es un mondémero verde fluorescente a
bajo potencial de membrana, que forma agregados rojo fluorescentes promovido
por un elevado potencial de membrana. La proporcion de fluorescencia roja /verde
de JC-1 depende unicamente del potencial de membrana e indica la
despolarizacioén de la misma. Las células fueron lavadas dos veces con PBS frio,
incubadas con 2 mg/L de JC-1 a 37 °C durante 20 min. y analizadas por citometria
de flujo (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU) con unos valores de excitacion

y emision de 485 y 535 nm, respectivamente.

18. WESTERN- BLOT.

El inmunobloting o western-blot se realizdé por modificacion de la técnica

descrita por Towbin y cols. (1979).
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18.1 Extraccion de proteinas

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos, y se realizd la extraccion
de proteinas pasadas 48 horas de induccion con Dox y con un 90% de

confluencia.

La solucion de extraccion de proteinas se prepard en tres pasos: Se elabor6
una primera solucion con 100ml de agua bidestilada, 6,05g de TRIS y 0.4g de
SDS, ajustando el pH a 6.8. De esta solucion se tomaron 12.5 ml a los que se
anadieron 2g de SDS, calentando en el bafio a 37°C antes de anadir el SDS para
favorecer la disolucion de los solutos., 10ml de glicerol y 0.5mg de Azul de
bromofenol llevandolo a un volumen total de 25ml con agua bidestilada. Esta
solucion se alicuota en volimenes de 800 ul y se pudo guardar a -20°C. La
preparacion de la solucion de extraccion final consiste en tomar 800 pl de la
segunda solucion realizada (tomar una de las alicuotas), y anadirle 250 pl de 2--
mercaptoetanol, llevandolo a un volumen total de 5Sml afiadiendo para ello agua
bidestilada. Afiadimos 100ul de esta solucidon a cada pocillo y removimos con la
punta de la pipeta hasta que se formo un agregado viscoso que recogimos en
eppendorf. Las muestras se pudieron almacenar a -20°C. Antes de usarlas para el
estudio de las proteinas de interés, hubo que hervirlas a 96°C durante 10 minutos

para facilitar la accion del SDS y se agitaron con vortex.

18.2 Preparacion de geles de acrilamida.

Se prepararon dos geles, el inferior y el superior. Comenzamos preparando
el inferior y mientras solidificaba preparamos el gel superior La cantidad de cada
producto dependia de las caracteristicas del gel que se buscara. En la siguiente
tabla se indican las cantidades de cada componente para la preparacion de dos

geles.
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Gel inferior 75%  [10%  |12%  |15%
Acrilamida 30% 2.3 ml 3.1 ml 3.7 ml 4.6 ml
Running buffer 4x 2.3 ml 2.3 ml 23 ml 2.3 ml
SDS 10% 90 ul 90 ul 90 ul 90 ul
Glicerol 50% 0.9 ml 0.9 ml 0.9 ml 0.9 ml
Agua 3.5ml 2.7 ml 2.1 ml 1.2 ml
APS 10% 50 wl 50 wl 50 ul 50 ul
TEMED 10-25 ul  10-25ul  10-25 ul 10-25 ul

Tabla 8: Componentes necesarios para la preparacion de los geles inferiores de acrilamida para

WB.

Gel superior Para preparar dos geles
Acrilamida 30% 0.8 ml

Stacking buffer 4x 2ml

SDS 10% 80 ul

Agua 5.12ml

APS 10% 100 pl

TEMED 20 ul

Tabla 9: Componentes necesarios para la preparacion de los geles superiores de acrilamida para

WB

E1 APS y el TEMED deben afiadirse siempre al final para evitar una solidificacion

antes de terminar de afiadir todos los componentes de los geles.

Running buffer 4x:

18.5g TRIS disueltos en 80 ml de agua, ajustando pH a 8 y

después completando hasta 100ml con agua.

Stacking buffer 4x: 6g de TRIS disueltos en 80 ml de agua, ajustando el pH a 6.8 y

después enrasando a 100ml con agua.

En nuestro trabajo se realizaron los geles al 15%.
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Una vez solidificados los geles se retiraron los peines que dejaban ver los
pocillos en los que se podian cargar las muestras. Se cargaron 20 pl de muestra
utilizando pipeta de precision. Se reservo un pocillo para cargar el peso molecular
(Precision Plus Protein Standards. Kaleidoscope. Bio-Rad). Se inici6 la
electroforesis con un equipo de electroforesis vertical Mini-Protean II Slab Cell

(Bio-Rad). Los geles fueron corridos a entre 60 y 100 V.

Tampon de electroforesis: 5x: 15 g de Tris, 72 g de glicina 'y 5 g de SDS, llevados
a 1000ml con agua. Para pasarlo a 1x tomamos 200ml del tampén 5x y los

llevamos con agua hasta 1000ml. PH 8.3

18.3 Transferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa.

Una vez que se corrid el gel, se cortd y se retir6 el gel superior. Tras ello
se retird uno de los cristales y se colocd sobre la superficie del gel la nitrocelulosa,
finalmente se retiro el otro cristal y se colocd sobre papel Whatman (Sigma SL),
recortado segun el tamaiio del gel, creando el “sandwich” de transferencia: papel
Whatman- gel-membrana de nitrocelulosa-papel Whatman, el cual se coloco en la
cubeta de transferencia y se cubrid con tampdén de transferencia. Se inicid la
transferencia a 20V durante 45 minutos. Terminada la transferencia las
membranas fueron tefiidas con rojo Ponceau para corroborar la eficacia de la
misma. Posteriormente se lavaron hasta destefiirlas con PBS. Tras ello se procedié
al bloqueo de las membranas de nitrocelulosa utilizando leches desnatada al 5%
en PBS o TBS durante 1 hora en agitacion, de esta forma se evitaron las uniones
inespecificas con las proteinas. Posteriormente se hicieron tres lavados de 5-10
minutos en agitaciéon con leche al 5% y PBS o TBS dependiendo del anticuerpo a
usar. Finalmente se pusieron los anticuerpos primarios. Las membranas se dejaron

con estos anticuerpos en agitacion durante la noche.
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Tampon de transferencia: Tris 5,82 g, glicina 2,9 g, SDS 10% 937 ml enrasando
con agua hasta 800ml. Se realizaron alicuotas de 200ml y antes de usarlo se
anadieron 50 ml de Metanol. Los calculos son para 4 geles (25 mM de Tris, 192

mM de glicina y 20% de metanol, pH 8.3).

18.4 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

- p53 fosforilado, anticuerpo monoclonal IgG de raton, 1:200 en leche al 5% en
PBS (p-p53 (FP3.2): sc- 51690, Santa Cruz Biotechnology)

- Caspasa 8, anticuerpo monoclonal IgG de raton, 1:200 en leche al 5% en PBS
(caspase-8 (8CSP03): sc-56070, Santa Cruz Biotechnology).

- Caspasa 3, anticuerpo policlonal de conejo, 1:1000 en leche al 5% en TBS (Cell
Signaling, 9662)

- Caspasa 9, anticuerpo monoclonal IgG de ratén, 1:100 en leche al 5% en PBS.
(Caspase-9 p35 (A-): sc- 133109, Santa Cruz Biotechnology)

- Citocromo-c, anticuerpo monoclonal IgG de ratén 1:200 en leche al 5% en PBS
(cytochrome c (7HS): sc- 13560, Santa Cruz Biotechnology)

- Bax, anticuerpo IgG policlonal de conejo 1:100 en leche al 5% en PBS (Bax (N-
20): sc- 493, Santa Cruz Biotechnology)

Se realizaron tres lavados de 10 minutos en agitacion con PBS o TBS
(segun el tipo de anticuerpo) y se puso el anticuerpo secundario correspondiente
durante una hora en agitacion. Tras ello se realizaron nuevamente tres lavados de
10 minutos en PBS o TBS y se paso al revelado de las membranas y analisis con

el programa Image Reader LAS- 4000.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: IgG anti ratén (A9044,
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Sigma) e IgG anti conejo (A0545, Sigma).

Finalmente para valorar la integridad de todas las muestras se analiz6 la 3-

actina, con un anticuerpo monoclonal anti-B—actina (A2228, Sigma).

19. AGENTES CITOTOXICOS

19.1 Agentes citotoxicos empleados.

Los estudios se llevaron a cabo con 5 Fluorouracilo, Oxaliplatino e
Irinotecan. Los farmacos fueron cedidos por el Servicio de Farmacologia del

Hospital Clinico San Cecilio de Granada.

Todos los farmacos fueron llevados a una dilucién de 1mg/ml y filtrados
bajo cabina de flujo laminar (Micro-V, Telstar, Espafia) con filtros estériles de
0.22pm (Millipore, Francia). SFU se diluyé con DMSO, Oxaliplatino e Irinotecan
con PBS:

19.2 Calculo de la IC 50

Desarrollamos un estudio para la determinacion de la concentracion de
cada farmaco, en cada linea celular, que consiguiera inhibir el 50% del

crecimiento celular (IC 50).

Las células DLD1/Tet-On-gef, DLD1/Tet-On-apoptina y DLD1/Tet-On-
gef-apoptina, se sembraron, 2.5 x 10° de cada linea celular por pocillo, en placas
de 24 pocillos. Se sembrd una placa como control para cada linea celular. Las

concentraciones que se pusieron de cada farmaco fueron:
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- Para 5FU: 0.83 uM, 1.66 uM, 2.49 uM, 3.32 uM, 4.15 uM, 4.98 uM, 5.81 uM,
6.64 uM, 7.47 uM, 8.3 uM, 9.13 uM y 10 uM.

- Para Oxaliplatino: 0.5 uM, 1.36 uM, 2.22 uM, 3.08 uM, 3.94 uM, 4.8 uM, 5.66
UM, 6.52 uM, 7.38 uM, 8.24 uM, 9.1 uM y 10 uM.

- Para Irinotecan: 0.5 uM, 1.36 uM, 2.22 uM, 3.08 uM, 3.94 uM, 4.8 uM, 5.66
uM, 6.52 uM, 7.38 uM, 8.24 uM, 9.1 uM y 10 uM

Después de 48 horas, tras su siembra, se realiz6 cambio de medio y se
puso la primera dosis de farmaco, a las diferentes concentraciones referidas. A las
72 horas se volvid a hacer cambio de medio y se puso la segunda dosis de
farmaco. Tras 6 dias de tratamiento se fijaron las células con acido tricloroacético
al 10% frio y se incubaron durante 30 min a 4°C, lavandose a continuacién con
agua destilada y dejandolas secar. Posteriormente se tifieron con SRB al 0.4% en
acido acético al 1% durante 20 minutos, tras ello se lavaron con acido acético al
1% y se dejaron secar. Finalmente se solubilizé el colorante con solucion 10mM
Tris-base (pH 10.5) con agitacidon suave, y por ultimo, se transfirieron de 100Ul en
100 pl a placas de 96 pocillos para poder ser leidas en un colorimetro Titertek

multiscan (Flow, Irvine, California) a 492 nm.

Para corroborar, que en el caso del 5FU, el DMSO no interfiriera en
nuestros resultados, se hizo un estudio, sembrando el mismo nimero de células,
en las mismas condiciones y afiadiendo a las medias concentraciones crecientes de
DMSO, hasta la méxima utilizada en el experimento (necesaria para la dilucion
del farmaco). No se obtuvieron alteraciones en la proliferacion de las células con

las cantidades usadas de DMSO.

El método que seguimos para determinar la ICsy fue interpolacion lineal.

Concretamente, se consideraron los dos datos entre los que quedaba el 50% de la
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poblacion celular. Otra posible forma de calcular la IC50 podria haber sido
intentar determinar un ajuste por minimos cuadrados que fuese una buena
aproximacion de nuestra nube de puntos y, de este modo, determinar la IC50. No
optamos por esta opcidon porque comprobamos que cada una de nuestras nubes de
puntos se ajustaba a diferentes lineas de regresion. En un futuro podriamos buscar
el modelo matematico que explicara la relaciéon entre las concentraciones de
farmaco y la respuesta celular, encontrando asi, la funcion matematica que asigna

a cada concentracion su respuesta celular.
19.3 Estudio de proliferacion con farmacos.

Para realizar el estudio de proliferacion celular durante 8 dias de
tratamiento con los farmacos indicados, se sembraron 2.5 x 10° en cada pocillo de
placas de 24 y de 12 pocillos. Tras su siembra se dejaron 48 horas con el medio
habitual (en las lineas transducidas con Dox), y tras ello se puso la primera dosis
de los farmacos. Se usaron los farmacos en monoterapia, SFU, Oxaliplatino e
Irinotecan, y en politerapia asociando, S5FU/Oxaliplatino, S5FU/Irinotecén,
Oxaliplatino/Irinotecan y S5FU/Oxaliplatino/Irinotecan. En el caso de las
asociaciones, y siguiendo los consejos de la literatura consultada, Oxaliplatino se
afiadia al final. Se utilizaron como concentraciones la IC50, calculada
previamente, para cada linea, de cada farmaco. El cambio de medio se realizo
cada 72 horas y con ello se pusieron las siguientes dosis de farmaco. Las células
fueron fijadas cada 48 horas, previamente se fij0 una primera placa que
corresponderia al dia 0 de la curva de proliferacion. El protocolo de fijacion,

tincion con SRD y andlisis de los datos fue el mismo descrito previamente.
19.4 Estudio de apoptosis con farmacos.

Se sembraron 2.5 x 10° por pocillo en placas de 12 pocillos. Se dejaron con
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el medio habitual 48 horas (al igual que en el resto de estudios, las células
transducidas se trataban con Dox) y tras ello se realizd cambio de medio y se puso
el farmaco, con las concentraciones correspondientes a la IC50 de cada linea para
cada farmaco. Tras 24 horas se recogieron las células y se procesaron, utilizando
el kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I (Pharmingen, San Diego, CA,
EEUU) siguiendo el mismo protocolo explicado previamente. Las células se

llevaron a analizar mediante citometria de flujo.
20. ESTUDIO ESTADISTICO

Se utiliz6 el programa SPSS 7.5 (IMB, Chicago, IL, USA) para el andlisis
estadistico de los datos. Los datos fueron comparados usando el test de la T de

Student. Los datos se expresaron con media +/- SD. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando le valor de P fue <0.05.

100



IV. RESULTADOS






Blanca Caceres Granados Resultados

1.- CONSTRUCCION DE VECTORES RETROVIRALES DE EXPRESION
EN EUCARIOTAS CON LOS genes gef Y/O apoptina.

Para la construccion de los vectores se us6 el sistema “BD RevTet-On”
que incluye los vectores pRevTet-On y pRev-TRE, y la linea celular
empaquetadora RetroPack PT-67 (Figura 1). Este sistema estd basado en la
expresion de un vector retroviral regulador (tTA) controlado por tetraciclina o
derivados. El plasmido pRev-TRE fue digerido con las endonucleasas de
restriccion BamH 1 y Hind III y sometido a electroforesis en gel de agarosa al

0.8%. Posteriormente la banda obtenida fue purificada utilizando el Kit Gene-

clean.
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Figura 20: Vectores usados para la expresion de los genes gef'y apoptina. El sistema Tet-On
permite que rtTA se una al elemento de respuesta Tet (TRE), activando de este modo la
transcripcion en presencia de Dox. Cuando la Dox es retirada del medio de cultivo, la
transcripcion de la TRE “se apaga”. Fuente: Protocol No. PT3223-1 www.clontech.com Clontech
Laboratories, Inc.
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Mediante PCR vy utilizando los primers disefiados para amplificar los genes
gef'y apoptina completos (ver Material y Métodos), obtuvimos un amplificado de
170 pb correspondiente al gen gef'y 473 pb correspondiente al gen apoptina, que
clonamos en el plasmido pRev-TRE. Los vectores y los insertos se sometieron a
una reaccion de ligacion de extremos cohesivos, tras el corte con las mismas
enzimas de restriccion, lo que permiti6 la orientacion adecuada del inserto. La
presencia del inserto en el plasmido fue determinada por RT-PCR, utilizando los
Primers Gef 1 y Gef 2 (ver Material y Métodos). Estas construcciones, pRevTRE-
getf y pRevTRE-apoptina, fueron utilizadas para transformar bacterias E. Coli
competentes, lo que nos permitid obtener las cantidades necesarias para las

experiencias de transfeccion en la linea PT-67 (Figura 2).

B
A
10.0Kb —4 10.0Kb —
6.0Kb — 6.0Kb —ipe
3.0Kb — 3.0Kb —
1234 1234

Figura 2 Determinacion de la expresion de los genes gef (A) y apoptina (B) mediante PCR. A. 1.
1 kb DNA ladder (New england Biolabs). 2. pRevIRE-gef. 3. pRevIRE-gef/BamH 1. 4.
pRevIRE-gef / BamH I+Xho I. B. 1. 1 kb DNA ladder. 2. pRevTRE-apoptina. 3. pRevIRE-
gef/BamH 1. 4. pRevTRE-apoptina / BamH I+Xho I.

En estos plasmidos, los genes gef'y apoptina estan al lado de la secuencia
TRE, que puede unirse a rtTA que expresa el vector pRevTet-On. Por lo tanto, en

combinacion con el vector de regulacion pRevTet-On, se puede inducir una
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elevada expresion de ambos genes, en respuesta a diferentes concentraciones de
tetraciclina o doxiciclina. Debido a su transferencia de genes mediada por
retrovirus, los sistemas de expresion de la proteina Apoptina y Gef controlados
por tetraciclina se pueden incorporar en células de mamiferos.

Los plasmidos pRevTRE-gef y pRevTRE-apoptina se transfectaron en la
linea empaquetadora PT-67 mediante liposomas. La posterior seleccion mediante
higromicina para pRevTRE-gef y pRevTRE-apoptina que permitié obtener, lineas
celulares estables, PT67-TRE-gef y PT67-TRE-apoptina producen en el medio de
cultivo los vectores retrovirales que contienen los genes gef y apoptina.
Utilizando el método de formacion de colonias, se encontré que el titulo mas
elevado de las poblaciones de retrovirus, sobre 6x10° CFU por ml, se puede
obtener en el medio de cultivo de la linea PT-67 suplementado con 4 mg / ml de

polibreno a las 24 h.

2. OBTENCION DE LAS LINEAS ESTABLES DLDI1/TET-ON-GEF,
DLD1/TET-ON-APOPTINA Y DLD1/TET-ON-GEF-APOPTINA.

Las células DLDI1 fueron transfectadas mediante liposomas con el
plasmido pRevTet-On y seleccionadas por la resistencia a la geneticina (G418),
obteniendo asi la linea celular DLD1/Tet-On. A continuacion, esta linea celular
fue sometida a repetidas infecciones con los vectores retrovirales que contienen
los genes gef o apoptina por separado o combinados, previamente producidos por
la linea empaquetadora. A las 24 h de la transduccion, las células fueron
seleccionadas mediante higromicina a una concentracion de 0.4 mg/ml. Esta dosis
permitio eliminar las células no transfectadas con pRevTRE-gef y/o pRevTRE-
apoptina obteniendo 3 lineas celulares estables en los que es posible inducir la

expresion de gef'y/o apoptina mediante doxiciclina.
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3.- DETERMINACION MEDIANTE RT-PCR DE LA PRESENCIA DE
LOS GENES gef'Y apoptina EN LAS CELULAS TRANSDUCIDAS.

Para confirmar la incorporacion estable de los genes gef'y apoptina en las
lineas celulares DLD1/Tet-On-gef, DLD1/Tet-On-apoptina y DLD1/Tet-On-gef-
apoptina, se obtuvo el ARN y se realizo RT-PCR como se describe en “Material y
M¢étodos”. Como control negativo se utilizé el ARN de las células no transducidas

y como controles positivos los plasmidos.
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Figura 3. Determinacion de la expresion de los genes gef'y apoptina mediante RT-
PCR. El ARN total asilado de las células DLDI1 parentales, DLD1/Tet-On-gef,
DLD1/Tet-On-apoptina, y DLD1/Tet-On-gef-apoptina fue transformado en cADN
mediante transcriptasa inversa. (A) La amplificacion por PCR de los mRNA de gef' y
apoptina y (B) mRNAde B-actina fueron separados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y visualizados con bromuro de etidio. (A) Carril 1.- hyperladder II;
carril 2.- pRevTRE-apoptina (control +); carril 3.- DLD1; carril 4.- DLD1/Tet-On-
gef; carril 5.- DLD1/Tet-On-apoptina; carriles 6 y 7.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina;
carril 8, pRevIRE vector vacio (control negativo); carril 9, DLDI; carril 10,
DLD1/Tet-On-apoptina; carril 11.- DLD1/Tet-On-gef; carril 12 y 13.- DLD1/Tet-On-
gef-apoptina; carril 14.- pRevIRE vector vacio (control negativo); carril 15.-
pRevTRE-gef (control positivo). (B) Carril 1.- hyperladder II; carril 2.- DLD1; carril
3.- DLD1/Tet-On-gef; carril 4.- DLD1/Tet-On-apoptina; carril 5.- DLD1/Tet-On-gef-
apoptina.
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El chequeo en gel de agarosa al 2% de los productos de la RT-PCR puso
de manifiesto la amplificacion del fragmento de 170 pb correspondiente al gen gef’
y la del fragmento de 473 pb correspondiente al gen de la apoptina (Figura 3A).

Para corroborar la integridad de todas las muestras se realiz6 otra PCR con
los primers de [ actina. Todas las muestras mostraron el producto de esta

amplificacion y en la misma intensidad (Figura 3B).

4- ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR EN LAS LINEAS
DLD1/TET-ON-GEF, DLD1/TET-ON-APOPTINA Y DLD1/TET-ON-GEF-
APOPTINA.

Para analizar las modificaciones que provocan la expresion de los genes
gef'y apoptina y la combinacién de los mismos, en el grado de proliferacion de la
linea DLD1 se realizé un estudio comparativo entre las lineas transducidas y la

linea control sin transducir.

4.1 EFECTO DE LA DOXICICLINA SOBRE LA PROLIFERACION DE
LA LINEA DLD1

Dado que en la literatura las dosis de Dox que se utilizan varian de un
estudio a otro, se realizd un andlisis para determinar el nivel de tolerancia de la
linea DLD1 salvaje a la Dox sin que se vieran alteradas sus caracteristicas
biologicas. Asi pues, la linea control DLDI1 fue tratada con concentraciones
crecientes de Dox: 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ng/ml de medio.

Se cultivaron en placas de 12 pocillos con 2.5 x 10° células por pocillo. El
experimento fue realizado por triplicado. Las placas se fijaron en los dias 0, 2, 4,
6, 8 y 10. No se observaron diferencias en la curva de proliferacion entre las
células que no recibieron tratamiento con Dox y las que si lo recibieron (Figura

4). Ademas, no hubo diferencias significativas entre las distintas concentraciones
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usadas del antibidtico. Se eligi6 la concentracion 2 pg/ml de medio de cultivo para

realizar el resto de los experimentos.

Efecto del tratamiento con Doxiciclina sobre la linea control

45

Absarbancia
%)

1.5
1
0.5

0
Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia & Dia 8 Dia 10

& Sin Dox =+ 1 microgramo/ml 1.5 microgramo/ml
- 2 microgramo/ml # 2.5 microgramo/ml -+ 3 microgramo/ml
+ 3 5 microgramo/ml = 4 microgramo/ml = 4 5 microgramo/ml

Figura 4: Efecto del tratamiento con Dox sobre la proliferacion celular de la linea DLDI1. Se

utilizaron concentraciones crecientes de Dox, desde 1 — 4.5 pg/ml de medio. No se objetivaron
diferencias significativas en la proliferacion celular de la linea control con las dosis estudiadas.

4.2 EFECTO DE LA EXPRESION DE LOS GENES gef Y/O apoptina
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

Una vez verificada la no influencia de Dox en el crecimiento celular, se llevo a

cabo el estudio de proliferacion con las células DLD1, DLD1/Tet-On-gef,
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DLD1/Tet-On-apoptina y DLD1/Tet-On-gef-apoptina. Se sembraron las cé¢lulas
(2.5x10%) en placas de 6 pocillos bajo las condiciones descritas anteriormente.
Tras 24 horas se renovo el medio de cultivo. Este ultimo fue suplementado
unicamente en las lineas transducidas con 2 pug de Dox por cada ml de medio, y se
renovo en todas las lineas en dias alternos hasta el final del experimento. Este
ultimo fue realizado por cuadriplicado. Las células fueron fijadas en los dias 0, 2,
4, 6, 8 y 10 del tratamiento. Fueron tefiidas con sulforodamina B (SRB) como se
describe en material y métodos. Con posterioridad se midié la intensidad del
colorante en el colorimetro Titertek Multiscan (Flow, Irvine, California) a 492
nm. La recta de calibrado para el ensayo con SRB se realizé para cada pase de
células DLDI antes de cada experimento de proliferacion. La curva de

proliferacion se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Determinacion del efecto de la expresion de los genes gef y/o apoptina en la proliferacion
celular. Las células se cultivaron durante 10 dias para determinar su tasa de crecimiento. Los valores

representan la media =+ la desviacion estandar de los cultivos por cuadruplicado.
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En la curva que representa la tasa de inhibicidén del crecimiento celular
(Figura 6) no se aprecian diferencias significativas entre las células DLDI1 tratadas
con Dox y las no tratadas. Se observd una inhibicion del crecimiento del
36.86%+0.81 en las células DLD1/Tet-On-gef con respecto a las células control
tras dos dias de inducciéon con Dox y una inhibicion del 50.19%+1.25,
29.53%+0.7, 31.44%+0.78, y 35.9%+0.88 tras 4, 6, 8 y 10 dias de induccion con
Dox (P < 0.001). En las células DLD1/Tet-On-apoptina tratadas con Dox se
observd una inhibicion del crecimiento del 50.41%+1.3, 71.4%+1.78,
64.7%+1.61, 43.46%+1.08, y 47.95%+1.19 tras 2, 4, 6, 8 y 10 dias de incubacion,
respectivamente (P< 0.001). En las células transducidas con gef'y apoptina, DLD-
1/Tet-On-gef-apoptina, se observd una inhibicioén del crecimiento del 51.3% tras
dos dias de incubacion con Dox y del 64.1%+1.6, 45.45%+1.13, 51.9%+1.29, y
65.13%+1.62, respectivamente, tras 4, 6, 8 y 10 dias de induccion con Dox. De
los datos comentados se dedujo que hasta el dia 6 de tratamiento con Dox, la
inhibicion de la proliferacion en las células DLD1/Tet-On-gef-apoptina fue
similar a la inhibicion de la proliferacion en las células que so6lo expresan
apoptina, sin diferencias estadisticamente significativas. Pero cuando se comparan
la linea que expresa gef'y apoptina con la que solo expresa gef, se aprecia que la
inhibicion de la proliferacion en DLD1/Tet-On-gef-apoptina fue mayor que en las
células que solo expresan el gen gef. Sin embargo, analizando la situacion a los 10
dias de incubacion, los genes gef y apoptina causaron una inhibicion de la
proliferacion del 35.9%+0.89 y el 47.95%+1.19, mientras que la accién conjunta

de ambos genes causa una inhibicion del 65.13%+1.6 (P< 0.001).
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Efecto de la expresion de los genes gef y/o apoptina en la inhibicion de
la proliferacion celular
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Figura 6: Determinacidén del efecto de la expresion de los genes gef y/o apoptina en la
inhibicién de la proliferacién celular. (A) Analisis de % de proliferacién de las cuatro lineas
celulares. (B) Analisis de la inhibicidn del crecimiento celular con respecto a la linea control,
expresado en porcentaje.

5. ANALISIS DEL EFECTO APOPTOTICO

Para cuantificar el alcance de la apoptosis mediante citometria de flujo, se
tifieron las células simultdneamente con anexina V-FITC y con loduro de Propidio
(IP). Las células viables son negativas para ambas tinciones, las células en
apoptosis temprana estaran tefiidas unicamente con anexina V-FITC, las células
en apoptosis tardia estaran tefiidas tanto con anexina V-FITC como con IP y las

células necroticas s6lo con IP.

En el cultivo de DLDI, el 85% de las células eran viables, el 2,11%
estaban en apoptosis temprana, 2.76% estaban en apoptosis tardia o en las tltimas
etapas de la apoptosis, y un 10,12% eran necréticas (P < 0.001), tal y como se
observa en la Figura 7. No se observaron diferencias entre las células DLDI1

tratadas con Dox y las no tratadas durante la primera semana.
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En el grupo DLDI1/Tet-On-gef tratado con Dox durante 2 y 6 dias, el
66.23% vy 24.81% de las células eran viables, el 14.19 % y el 4.59% fueron
apoptoticas, el 0.92% y el 37.18% estaban en apoptosis tardia o en las ultimas
etapas de la apoptosis, y el 18.66% y el 33.41% fueron necroéticas,
respectivamente. En el grupo DLD1/Tet-On-apoptina tratado con Dox durante 2 y
6 dias, los porcentajes correspondientes son 35.7% y 23.35%, 6.8 % y 13.42%,
29.34% y 40.10%, y 28.16% y 23.36%, respectivamente (P < 0.001).

Efecto apoptético de los genes gef yfo apoptina tras induccién
con Doxiciclina
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Figura 7: Cuantificacion de la induccion de apoptosis en células DLD1 control y transducidas
mediante andlisis con citometria de flujo. Las células fueron tefiidas con Anexina V y PI para
evaluar la muerte celular por apoptosis después de ser tratadas con Dox durante 2 y 6 dias. Los
datos que se muestran pertenecen a 3 experimentos independientes. No hubo diferencias entre
la linea control tratada con Dox y sin tratar. La viabilidad celular decayd en las células
transducidas e inducidas con Dox, siendo méaximo el efecto en la linea DLD1/Tet-On-gef-
apoptina tras 6 dias de induccion con Dox.

Finalmente, en las células DLD1/Tet-On-gef-apoptina tratadas con Dox
durant 2 y 6 dias, los porcentajes correspondientes son 31.77% y 8.69%, 23.07% y
6.76%, 8.96% y 38.61%, y 36.19% y 45.94%, respectivamente (P < 0.001).
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6. MODULACION DEL CICLO CELULAR
Como muestran las Figuras 8 y 9, el cultivo de células DLDI contenia un

70.76% de células en G1-GO, un 19.23% de células de fase S y un 10.01% de
células en G2-M.

Modulacion del ciclo celular
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Figura 8: Estudio del ciclo celular. Se analizaron las diferentes fases del ciclo celular de las células
DLDI, DLD1/Tet-On-gef, DLD1/Tet-On-apoptina, y DLD1/Tet-On-gef-apoptina tratadas con Dox
durante 2 y 6 dias. Tras 6 dias de tratamiento, las células DLD1/Tet-On-gef-apoptina presentan una
disminucion de células en G1-GO y un acumulo de células en fase G2-M y en fase S. Los datos que
se muestran pertenecen a 3 experimentos independientes.

Las células DLDI tratadas con Dox mostraron valores similares, 67.35%,

11.71%, 20.95%, de células en G1-GO, G2-M vy S, respectivamente. Las células
DLD1/Tet-On-gef mostraron una disminucion de células en fase G1-GO- tras seis
dias de induccion con Dox (52.93%), un aumento de la fase G2-M (18.97%) y de
la fase S (28,1%). Las células DLD1/Tet-On-apoptina tras dos dias de induccion
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con Dox mostraron modificaciones de ciclo similares a los que presenta la linea
con el gen gef, 58.99%, 18.3%, 21.71% en fase G1-GO, G2-M y S,
respectivamente. Tras seis dias de induccion aumenta muy levemente la fase G1-
GO (59.41%), con acumulacién en la fase G2-M (22.63%) y disminucion en la
fase S (17.96%).

Modificaciones en ciclo celular tras induccion con Doxiciclina

Figura 9: Estudio del ciclo celular. No se apreciaron diferencias significativas entre las lineas
DLD1 control (A) y DLDI1 tratada con Dox (B). Se analizaron los cambios en ciclo celular en las
lineas DLD1/Tet-On-gef tras 2 (C) y 6 (D) dias de induccién con Dox, DLD1/Tet-On-apoptina tras
2 dias de induccibn (E) y 6 dias (F) y DLD1/Tet-On-gef-apoptina tras 2 dias (G) y tras 6 dias (H)
de induccion. Se vio una disminucién de la fase GI1-GO con respecto a la linea control y un
aumento en las fases G2-M y S en las lineas transducidas e inducidas.
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La co-expresion de los genes gef y apoptina mostr6 un aumento
significativo de células en fase G2-M y fase S acompafiada con una concomitante
disminucion de la fase G; en comparacion con las células control y con las células
que expresan los genes gef o apoptina por separado. Asi pues después de 2 dias de
induccion con Dox, las células DLD1/Tet-On-gef-apoptina mostraron una
disminucion gradual de células en fase G1-GO (48,19%) y una acumulacion de
células en fase S (29,28%) y en fase G2-M (22,53%). Después de 6 dias de
induccidn, el incremento del numero de células en fase S (29.94%), y en fase G2-
M (27.01%) y la disminucion de la poblacion de células en fase G1 (43.04% G1-

GO0) fueron atin mas acentuadas (Figuras 8 y 9).

7. CAMBIOS MORFOLOGICOS

Los cambios morfolégicos que presentaron las células transducidas e
inducidas con Dox fueron estudiados tanto con microscopia dptica, como con

microscopia de barrido y de transmision.

7.1 ESTUDIO CON MICROSCOPiA OPTICA

Mediante esta técnica se analizd las modificaciones en la morfologia de las
lineas DLD1, DLD1/Tet-On-gef, DLD1/Tet-On-apoptina y DLD1/Tet-On-get-
apoptina. Este analisis nos permitio valorar también el posible efecto de la Dox
sobre la morfologia celular.

Nuestros resultados demostraron que todas las lineas se caracterizaron por
presentar una morfologia epitelial (Figura 10). Las colonias se desarrollaron
concéntricamente a las células que iniciaron su formacidon. Este hallazgo fue
condicionando en parte, por el hecho de que las células en division rara vez se
separaron de la monocapa. Ademas, todas las lineas transducidas e inducidas con

doxiciclina se caracterizaron por la presencia de un grupo celular més pequeiio,

115



Blanca Caceres Granados Resultados

Figura 10: Estudio con microscopia Optica de las células transducidas e inducidas con Dox
respecto a la linea control. No se observaron diferencias entre las células DLD1 (A) y las células
tratadas con Dox (B). Sin embargo las lineas transducidas con gef'y/o apoptina e inducidas con
Dox se caracterizaron por la presencia de un grupo de células mas pequefias, redondeadas (mas
evidentes en D, F, H), menos adheridas al frasco de cultivo al compararlas con las células
parenterales. (C y D) DLD1/Tet-On-gef inducida con Dox. (E y F) DLD1/Tet-On-apoptina. (G y
H) DLD1/Tet-On-gef-apoptina.
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redondeado, menos adherido al frasco de cultivo en comparacion con las células
parentales y con un citoplasma fragmentado, de tamafio variable. Los resultados
del estudio permitieron también demostrar que la acciéon de Dox en la linea

salvaje no induce modificaciones significativas en la morfologia celular.

7.2 ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las células DLDI infectadas con los genes gef y/o apoptina se analizaron
con un microscopio electronico de transmision para profundizar en el estudio de la
citotoxicidad de dichos genes. Mediante el analisis ultraestructural, hemos
observado que las células control son grandes y poligonales, con bordes bien
definidos y abundante citoplasma granular, con ntcleos de tamanos variables
(Figura 11 A). Las células tienen mitocondrias con crestas bien definidas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi asi como ribosomas libres o asociados al reticulo
endoplasmatico (Figura 11 B). Por otra parte, en las lineas que expresan gef y/o
apoptina, se confirmo la presencia de células muertas por apoptosis (Figura 11 C-
K). El nucleo de las células que expresa el gen gef y/o el gen apoptina presentan
las caracteristicas ultraestructurales de la apoptosis, incluyendo condensacion de
la cromatina, forma de media luna, marginacion y formacion de vesiculas, tal y
como se observa en las imagenes C, D, E, F, G, H, I, ] y K de la Figura 11. En las
células infectadas tunicamente con el gen gef, se observaron grandes
protuberancias en las mitocondrias en el dia 2 del tratamiento con Dox. (Figura
11, C, D y E). En las células infectadas unicamente con el gen apoptina, se
aprecio la dilatacion y destruccion del reticulo endoplasmatico (Figura 11, E, F y
G). En las células transducidas con ambos genes, se observo la dilatacion de la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico y la destruccion de aparato de Golgi
(Figura 11 J), asi como la presencia de células necroticas (Figura 11L), muchos

restos celulares (Figura 11LL) y abundantes cuerpos apoptoticos (Figura 11M).
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Figura 11: Microscopia de transmision Morfologia ultraestructural de las células DLD1, DLD1/Tet-On-gef,
DLD1/Tet-On- apoptina, y DLD1/-apoptina tratadas con Dox durante 2 dias para inducir la expresion de gef y/o
apoptina. La morfologia tipica de las células parentales DLD1 demostraron una complexion citoplasmatica ligera (A 'y
B). Células DLD1/Tet-On-gef que presentaron granulos y condensacion de la cromatina, formacion de vesiculas y
pronunciadas protuberancias en las mitocondrias (C, D Y E). Célula DLD1/Tet-On-apoptina con membrana nuclear
retorcida, reticulo endoplasmatico dilatado y sin estructura y formacion de vesiculas (F, G Y H). Células DLD1/Tet-
On-gef-apoptina con mitocondrias dilatadas y reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi desorganizados (Imagenes I,
J y K). La masa de la cromatina compactada es muy densa y homogénea en textura. Se observaron tanto células

necroéticas (L) como células apoptoticas con formacion de vesiculas, restos celulares y abundantes cuerpos apoptoticos
(LL y M).
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7.3 ESTUDIO CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El andlisis de las células DLD1 parentales adheridas a la superficie del
frasco de cultivo demostr6 la presencia de formas fundamentalmente elongadas
y/o mas o menos poligonales con una superficie tapizada por multiples
prolongaciones microvellositarias (Figura 12 A y B).

La induccion de la expresion de los genes gef y/o apoptina en la linea
DLDI, provocd severos cambios morfolégicos. En efecto, en la mayoria de las
células que expresan ambos genes se pudo observar un importante nimero de
elementos celulares que permanecieron unidos al pléstico s6lo por delgadas
prolongaciones citoplasmaticas, signo inicial del desprendimiento del sustrato
(Figura 12 C y D). Sin embargo, la caracteristica mas llamativa fue la aparicion de
muchos “poros” (Figura 12 E, F G) en la membrana citoplasmética que no fueron
detectados, en ningin momento, en las células DLD1 parentales ni en las
transducidas tnicamente con apoptina y en menor medida en la linea que expresa
gef (Figura 12 H). Igualmente, También fue observada una pérdida importante de
microvellosidades en general en las tres lineas transfectadas (Figura 12.bis 1 Iy
J), en comparaciéon con la linea control (imagenes A y B, figura 11). En todas las

lineas transducidas e inducidas se encontraron cuerpos apoptotico (Figura 12 K y

L).
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Figura 121: Estudio con microscopia de barrido. Linea DLD1 control, adherida a superficie de
cultivo y con microvellosidades (A y B). Linea DLD1/Tet-On-gef-apoptina (C, D, E, F Y G),
mostraron signos de comienzo de destruccion nuclear, asi como la formacion de poros superficiales
de diferentes tamatfios, los cuales se pudieron apreciar en menor medida en la linea DLD1/Tet-On-

120



Blanca Caceres Granados Resultados

Figura 12bis: Estudio de Microscopia de barrido (continuacién Figura 12). En todas las lineas
transducidas e inducidas se aprecié una disminucion de las microvellosidades, aqui se muestra un
ejemplo en DLD1/Tet-On-apoptina (I). Aparecieron elementos celulares que permanecieron unidos al
plastico solo por delgadas prolongaciones citoplasmaticas, signo inicial del desprendimiento del
sustrato, se muestra ejemplo en DLD1/Tet-On-gef (J), pero este fendmeno aparecidé también en
DLD1/Tet-On-apoptina y DLD1/Tet-On-gef-apoptina. Los cuerpos apoptdticos aparecieron en todas las
lineas transducidas ¢ inducidas, como se muestra en las imagenes correspondientes a la linea con el gen

apoptina (K) y gef' (L).
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8. MODULACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL.

Se midi6 el potencial de membrana mitocondrial (Aym) mediante la sonda
JC-1 con el objetivo de determinar si la apoptosis de las células DLDI1 inducida
por los genes gef' y apoptina, solos o combinados, se lleva a cabo por la via
mitocondrial. La sonda se acumula especificamente en la mitocondria en
cantidades que varian segun el potencial de membrana. En las organelas con bajo
potencial de membrana se acumula una pequefia cantidad de moléculas JC-1, por
lo que emiten fluorescencia verde (485 excitacion/535 emision). A altas
concentraciones (alto potencial de membrana), los mondmeros de la sonda forman
agregados y emiten una fluorescencia roja (535 excitacion /590 emision). Por
tanto, la pérdida de potencial de membrana se traduce en un cambio de rojo a

verde.
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Modulacion del potencial de membrana mitocondrial
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Figura 122: Analisis del potencial de membrana mitocondrial (A¥m). Las células
tratadas con Dox durante 2 y 6 dias, fueron tefiidas con JC-1. La fluorescencia roja
representa las mitocondrias que tienen la membrana intacta, mientras que la fluorescencia
verde representa las mitocondrias que tienen una baja despolarizacion de la membrana.

Después de 2 y 6 dias de tratamiento con Dox, las células transducidas con
ambos genes suicidas mostraron una disminucion del potencial de membrana
mucho mayor que en el caso de las células que s6lo expresan gef o apoptina, o las
control, tal y como se observa en la Figura 13.

Este resultado sugiere que la co-expresion de gef y apoptina induce la

apoptosis mediante un mecanismo dependiente de la mitocondria.

9. ANALISIS DEL MECANISMO DE ACCION DE gef Y/O apoptina
MEDIANTE WESTERN BLOT

Para continuar el estudio que permita identificar el mecanismo por el cual
los genes gef y/o apoptina, inducen apoptosis, se estudiaron las caspasas 3,9 y 8,

el citocromo c, bax y p53. La recogida de las proteinas se realiz6 tras 2 dias de
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induccion con Dox, tal y como se describe en material y métodos. El andlisis de la
intensidad de la sefial fue realizado mediante el programa Quantity One. Los
valores de cada banda fueron normalizados dividiéndolos por el valor de su B-
actina, y fueron relativizados respecto a la muestra control a la que se le asigno6 el

valor 1.

9.1 PS3

Hemos analizado la expresion de p53 bajo su forma fosforilada (Pp53).
Una vez normalizados los valores y comparados con el valor relativo del control
(1), observamos un claro aumento de la expresion Pp53 en todas las lineas
transducidas pero con distinto grado (Figura 14). Asi pues, la banda
correspondiente a DLD1/Tet-On-gef tuvo un valor de 1.55, DLDI1/Tet-On-
apoptina 1.42 y DLDI1/Tet-On-gef-apoptina 1.72, lo cual indica que p53 fue

fosforilado en mayor grado cuando gef y apoptina fueron expresados

conjuntamente.
PS3
1 2 3 4
Pp53 s . . % 53 kDa
B—ﬂ.f_'.ﬁﬂﬂ —— o 42 I-Q'D'ﬂ_

Figura 123: WB p53. 1.- DLDI1, 2.- DLD1/Tet-On-gef, 3.-
DLD1/Tet-On-apoptina, 4.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina.

9.2 CASPASA 3
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Se estudio la expresion de la pro-caspasa 3 y de su forma activada (Figura

15).
Caspasa 3
4 3 2 1
Pro-caspasa 3 S 35 kDa
Caspasa 3 cleaved “ . 12 y17 kDa
B- actina e — — — 42 kDa

Figura 15: WB caspasa 3. 1.- DLDI, 2.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina, 3.- DLD1/Tet-On-
apoptina, 4.- DLD1/Tet-On-gef.

Los valores obtenidos para las lineas transducidas e inducidas con Dox
para la pro-caspasa 3 fueron de 2.73 para DLD1/Tet-On-gef-apoptina, 2.25 para
DLD1/Tet-On-apoptina y 3.66 para DLD1/Tet-On-gef. Para la forma activada de
la caspasa 3 los valores fueron de 2, 2.89 y 2.15 respectivamente. La expresion de
los genes, por tanto, ha provocado una activacion, en términos generales, como

minimo del doble de la caspasa 3 con respecto a la linea control.

9.3 CASPASA 9

Los valores normalizados correspondientes a la expresion de la pro-
caspasa 9 en las lineas DLD1/Tet-On-gef-apoptina, DLD1/Tet-On apoptina y
DLD1/Tet-On-gef fueron de 1.32, 1.13, 1.32, respectivamente (Figura 16). Hay
por tanto una expresion mayor en las lineas transducidas e inducidas con Dox. El
analisis de la forma activada de la caspasa 9, utilizando un anticuerpo que detecta
su ruptura, tal y como se describe en material y métodos, confirmoé los resultados

objetivando un mayor aumento de expresion con respecto a la linea control. Los
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valores normalizados fueron de 4,31 para la linea que expresa ambos genes, 3,28

para la linea con el gen apoptina y 3,75 para la linea con el gen gef.

Caspasa 9
1 2 i 4
Pro-caspasa 9 46 kDa
Caspasa 9 cleaved 35kDa
B- actina 42 kDa

Figura 16: WB caspasa 9.- control DLDI1, 2.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina, 3.-
DLD1/Tet-On-apoptina, 4.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina.

9.4 CASPASA 8

Los valores normalizados correspondientes a la expresion de la caspasa 8
en las lineas DLD1/Tet-On-gef-apoptina, DLD1/Tet-On-apoptina y DLD1/Tet-
On-gef fueron de 2.58, 1.81 y 1.66, respectivamente (Figura 17). Estos resultados
indican que la caspasa 8 fue expresada en mayor grado en la linea infectada con

los genes gef'y apoptina conjuntamente.

Caspasa & e — 55kDa

B- actina e ——— 42kDa

Figura 17: WB caspasa 8. 1.- DLD1, 2.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina 3.-DLD1/Tet-
On-apoptina, 4.- DLD1/Tet-On-gef.
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9.5 CITOCROMO- C

La salida del citocromo c al citosol se manifest6 en un aumento de la
intensidad de las bandas en las lineas transducidas e inducidas respecto a la banda
correspondiente a la linea control (Figura 18). Tomando como valor normalizado
de la linea control el valor 1, los valores normalizados para el resto de las lineas
fueron de, 2.4 para la linea solo con gef, 3.41 para la linea sélo con apoptina y

2.38 para la linea con gef'y apoptina

Citocromo- ¢

1 2 3 4
Citocromo ¢ o e — 15kDa
[— — — 42 kDa

Figura 24: WB Citocromo- c. 1.- DLDI, 2.- DLDI1/Tet-On-gef, 3.-
DLD1/Tet-On-apoptina, 4.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina

9.6 BAX

La activacion de Bax se manifestd en un aumento de la intensidad de las
bandas en las lineas transducidas e inducidas respecto a la banda correspondiente
a la linea control (Figura 19). Los valores normalizados y relativizados con
respecto al control para las lineas DLD1/Tet-On-gef-apoptina, DLD1/Tet-On-
apoptina y DLD1/Tet-On-gef fueron, 7.4, 7.11 y 6.74 respectivamente
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Bax
1 2 3 4
Bax 9 AR ey, e 26 kDa

B- actina S SRR 21D
Figura 25: WB Bax. 1.- control DLDI1, 2.- DLDI/Tet-On-gef, 3.-
DLD1/Tet-On-apoptina, 4.- DLD1/Tet-On-gef-apoptina

Tras el andlisis de los datos, es evidente que hay una activacion de la
apoptosis via mitocondrial (aumento de expresion de Pp53, citocromo c, Bax y
caspasa 9) pero observamos también una activaciéon de la caspasa 8 que

corresponderia a la via extrinseca de la apoptosis.

10. TERAPIA COMBINADA: DLD1 TRANSDUCIDA CON gef Y/O
apoptina Y FARMACOS CITOTOXICOS.

10. 1 DETERMINACION DE LA ICs

Los farmacos utilizados fueron 5 fluorouracilo (5FU), oxaliplatino (OXA)
e irinotecan (IRI). Las concentraciones que consiguen inhibir el 50% del
crecimiento celular (ICsp) a los 6 dias del tratamiento fueron, para los diferentes

farmacos, y las distintas lineas celulares, las que se expresan en la siguiente tabla:

Linea 5FU OXA IRI
DLD1 5+/-0.25 uM 6,62 +/-0.33 uM | 2,67 +/- 0.13uM
DLD1/Tet-On-gef 2,31 +/-0.15uM | 2,38 +/- 0.12uM 2,09 +/- uM
DLD1/Tet-On-apoptina 2,224/-0.12uM | 4,64 +/-0.23uM | 1,92 +/- 0.10uM
DLD1/Tet-On-gef-apoptina 1,98 +/- 0.09 uM 2,26 +/- 0.11uM | 0,89 +/- 0.04uM

Tabla 10: Valor de la ICs, para los farmacos SFU, Oxaliplatino e Irinotecan en las diferentes lineas
celulares.
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Se aprecio que la ICsy en todas las lineas transducidas con los genes e
inducidas con Dox fue menor que en la linea control sin transducir. Comparando
las lineas transducidas e inducidas con Dox se observo que la linea DLD1/Tet-On-
gef-apoptina es la que consigui6 la inhibicion del crecimiento celular con menores
concentraciones de farmacos. La ICsy para SFU de la linea portadora de ambos
genes supone un 39,6% de la ICs del control, para oxaliplatino un 34, 25% y para
irinotecan un 33,68%, en todos los casos es menor a la mitad de la ICs, de la linea

control.

Las células DLDI, asi como las lineas DLD1 transducidas con los genes
gef y/o apoptina fueron cultivadas con los fairmacos SFU, OXA, e IRI y con las
combinaciones, SFU + OXA, 5FU + IRI, OXA + IRl y 5SFU+ OXA+ IRI con la

dosis de la ICsg de cada linea.

10.2 ANALISIS DE LA PROLIFERACION: TERAPIA COMBINADA
CON MONOTERAPIA FARMACOLOGICA

Para poder evaluar el efecto de la combinacion de los genes y farmacos
sobre el crecimiento celular, hemos realizado un andlisis de la proliferacion
celular durante 8 dias. Se analizaron los datos de proliferacion de cada linea
celular comparandolas en primer lugar, con la linea control DLDI1 salvaje,
pudiendo ver que todos los farmacos inducian una gran inhibicion de la
proliferacion; y en segundo lugar, se compar6 la proliferacion de las distintas
lineas con respecto a la linea control tratada para poder objetivar el efecto, en si,

de la terapia combinada.
En la realizacion de este experimento, se volvieron a confirmar los datos

de proliferacion obtenidos previamente, al estudiar el efecto de los genes gef,

apoptina y la combinacion de ambos, en comparacion con la linea control. Se
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ratifico, pues, el potente efecto antiproliferativo de la co-expresion de los genes

gef'y apoptina frente a su expresion por separado.

10.2.1 Terapia combinada con 5 flourouracilo

A partir del cuarto dia de tratamiento empezaron a notarse los efectos
antitumorales del 5FU. Con este farmaco, se alcanz6 un 91.78% de inhibicion de

la proliferacion al octavo dia del tratamiento en la linea DLD1 (Figura 20A).

Terapia combinada 5FU
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Figura 20: Terapia combinada con 5FU. A: Figura representativa de la inhibicion del crecimiento
celular de las lineas tratadas con SFU respecto a la linea control sin tratar. B: Figura representativa de
la inhibicion del crecimiento celular de las lineas transducidas, inducidas con Dox y tratadas con 5FU,
respecto a la linea control DLDI1 tratada con SFU.

Al comprar con respecto a la linea control tratada con SFU (Figura 20B),
observamos que en el segundo dia del tratamiento, la co-expresion de los genes
gef'y apoptina al igual que la de apoptina sola tiene un efecto antiproliferativo
claramente superior al firmaco solo y a la combinacion gef / SFU. Sin embargo,
con el transcurso del tiempo esta diferencia desaparece, igualandose relativamente

los resultados para la linea tratada con SFU, apoptina / SFU y gef-apoptina / SFU
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con solo un 2% y un 9% de aumento de la proliferacion con respecto a la linea
control tratada. Sin embargo, fue la linea tratada con gef / SFU que presentd
peores resultados, con un aumento del 68% de la proliferacion con respecto a la

linea control tratada.

10.2.2 Terapia combinada con oxaliplatino

A partir del segundo dia del tratamiento, ya se apreciaron diferencias con
respecto a la linea control sin tratar y en este caso también con respecto a la linea
control tratada con OXA. Al octavo dia del tratamiento la inhibicion del
crecimiento con respecto a la linea control fue del 67.34%, para la linea DLD1

salvaje (Figura 21A).

Terapia combinada Oxaliplatino
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Figura 226: Terapia combinada con Oxaliplatino. A: Figura representativa de la inhibicion del
crecimiento celular de las lineas tratadas con oxaliplatino respecto a la linea control sin tratar. B:
Figura representativa de la inhibicion del crecimiento celular de las lineas transducidas, inducidas
con Dox y tratadas con Oxaliplatino, respecto a la linea control DLDI1 tratada con Oxaliplatino

Se mejoro el tratamiento cuando se asocié con la terapia combinada y esta
mejoria fue mayor en la linea transducida con ambos genes. Con respecto a la

linea control tratada, la linea Tet-On-gef-apoptina alcanzé un 57.89% de
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inhibicién de la proliferacion al octavo dia, mientras que la linea Tet-On-gef

alcanzo6 un 45.46% y la linea Tet-On-apoptina un 53.54% (Figura 21B).

10.2.3 Terapia combinada con irinotecan

La linea DLD1 tratada con irinotecan con respecto a la linea control sin
tratar sufrio una inhibicion del crecimiento del 89.52% (Figura 22A). La
inhibicion global del crecimiento celular de las lineas transducidas con los genes

respecto a la linea control sin tratamiento fue la mas elevada con esta combinacion

en monoterapia

Terapia combinada Irinotecan
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Figura 27: Terapia combinada con Irinotecan. A: Inhibicion de la proliferacion de las lineas tratadas con

el farmaco con respecto a la linea control sin tratamiento. B: Efecto de la terapia combinada con gef y/o
apoptina - IRI con respecto a la linea control tratada con IRI.

La inhibicion de la proliferacion con irinotecan y terapia combinada fue la
que mejores resultados dio en monoterapia. Hemos objetivado una clara

potenciacion del efecto de IRI mediante la expresion de los genes gef'y apoptina.
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Asi pues, mientras que, el efecto de estos genes por separado no empezo a notarse
hasta el cuarto dia del tratamiento, su efecto combinado se not6é desde los dos dias
de tratamiento. Estos efectos duraron hasta el octavo dia, siendo la linea de mejor
respuesta, la infectada con apoptina, seguida por la que co-expresa gef y apoptina
y por ultimo la infectada con gef, con una inhibicion del crecimiento, con respecto
a la linea control tratada con el farmaco, del 66,98%, 44,90% vy 20,92%

respectivamente (Figura 22B).

10. 3 ANALISIS DE LA PROLIFERACION DE LA TERAPIA
COMBINADA: GENES gef Y apoptina/ DISTINTAS COMBINACIONES
FARMACOLOGICAS

De las cuatro combinaciones que se realizaron, la mas efectiva fue
SFU/OXA/IRI, seguida de la combinacion de OXA/IRI. La asociacion de SFU y
OXA mejoré con respecto al tratamiento con OXA solamente, pero no con
respecto al tratamiento con SFU. En el caso de la combinacion SFU/IRI hubo
mejoria con respecto al tratamiento sélo con IRI en la linea portadora de los dos
genes pero no en el resto.

En términos generales, la co-expresion de los genes gef y apoptina
sensibiliza las células frente a farmacos antitumorales usados en primera linea de
tratamiento del cancer de colon. La inhibicidon de la proliferacion tumoral se ha
producido con unas dosis ICsy hasta un 65,84%, 66,33% y 60.42% mas bajas en el
caso de oxaliplatino, irinotecan y 5-flourouracilo respectivamente, en

comparacion con la linea control tratada.

10.3.1 5FU/oxaliplatino/irinotecan

133



Blanca Caceres Granados Resultados

Con el unico uso de la combinacion SFU/OXA/IRI, se consiguié una
inhibicién del crecimiento con respecto a la linea control DLDI1 sin tratar del
96,57%, al octavo dia de tratamiento (Figura 23A).

Comparando con la linea DLD1 tratada con OXA, la proliferacion de la
linea portadora del gen gef fue un poco superior (103.6%), mientras que la linea
portadora de apoptina se inhibi6 en un 33.33% y la linea con ambos genes en un
43.48%. El efecto como se aprecia en las graficas se deja notar desde el dia 2, mas

acentuada en la linea que co-expresa los genes gef'y apoptina (Figura 23B).

Terapia combinada 5FU/Irinotecan/Oxaliplatino

120 120

100 100

ad aa I I
50 &0
I
40 a
20 20— I I
e l_h — S ~ — a i -
a6 Cad D@2 D4 -3 D3

{78 DR e
Cao D2 Cia4 D8

.

s

EDLD1 sin tratar m DLDA tratada DLDA/Tet-On-gef
m DLD1Tet-On-apoptina M@ DLD1/Tet-On-gef-apoptina

Figura 23: Terapia combinada con la triple terapia farmacologica SFU/IRI/OXA. La
respuesta al tratamiento de todas las lineas inducidas y la linea control tratada con respecto a
la linea control no tratada se muestra en la figura A. La respuesta de las lineas inducidas con
respecto a la linea control tratada con SFU/IRI/OXA, se muestra en la figura B.

El
tratamiento con la combinacion de estos tres farmacos en la linea con gef' y
apoptina inducidos, fue el mas satisfactorio de todos los probados llegando a
superar los 98 % de inhibicion de la proliferaciéon en comparacion con la linea
salvaje (Figura 23A). Estos resultados son muy satisfactorios teniendo en cuenta
que las concentraciones de los fAirmacos usadas en la linea que co-expresa gef'y

apoptina fueron mas del 60% inferior a las usadas en la linea control.
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10.3.2 Oxaliplatino/Irinotecan

Para esta combinacion la inhibicidon de la proliferacion al octavo dia con

respecto a la linea control sin tratamiento fue del 93.53% en DLDI1 tratada (Figura
24A).

Terapia combinada Oxaliplatino/Irinotecan
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Figura 24: Terapia combinada con Oxaliplatino e Irinotecan. A: Comparacion de las diferentes lineas
tratadas con la linea control salvaje. B: Efecto de la asociacion de gef y/o apoptina con la 1Csy de
OXA/IRI con respecto a la linea control tratada solo con los dos farmacos.

Nuestros resultados demuestran una clara potenciacion del efecto
antiproliferativo (Figura 24B) de los fadrmacos cuando se combinan con la
apoptina llegando a alcanzar en el octavo dia de tratamiento un 47.4% de
inhibicién de la proliferacion. Ademas, este efecto mejora considerablemente con
la accién de ambos genes (52.71%). La terapia mejord, y en este caso, hubo un
ligero aumento de la respuesta si lo comparamos con la monoterapia con
oxaliplatino o con irinotecan.

Sin embargo, la combinacion gef/OXA/IRI ha obtenido peores resultados.

10.3.3 5Flourouracilo/Irinotecan
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Como comentamos al inicio, la combinacion con estos dos farmacos,
provocé una mayor inhibicion de la proliferacion que la monoterapia con
irinotecan solo en la linea gef-apoptina, alcanzando un 95.1% de inhibicion del
crecimiento con respecto a la linea control sin tratamiento, frente al 94.23% que se
alcanzaba en el tratamiento con Irinotecan. Para la linea control no hubo mejoria,
86.66%, y tampoco para la linea con gef, con cifras muy similares al tratamiento
con irinotecan, 91,52%. En la linea apoptina tampoco se aprecian mejores
resultados que con la monoterapia, 93,68%. Aunque al comparar con la linea
control tratada, podemos comprobar una vez mas, la mejoria al asociar los
farmacos con la terapia génica, mejoria que se incrementa aun mas en la linea gef-
apoptina (Figura 25A).

La inhibicion de la proliferacion respecto a la linea control tratada seria del
36,4% para la linea s6lo con gef, 52,57% para la linea solo con apoptina 'y 63,25%
para la linea con gef-apoptina (Figura 25B).

Terapia combinada SFU/Irinotecan
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Figura 25: Terapia combinada 5FU/Irinotecan. Figura de la izquierda comparacion con respecto a la linea
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con respecto a la linea control tratada.
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10.3.4 5Flourouracilo/Oxaliplatino

La inhibicién de la proliferacion, en general, haciendo la comparacion con
la linea control sin tratar, es mayor que con el tratamiento s6lo con oxaliplatino
(salvo para la combinacién con los genes gef-apoptina) pero no si se compara con
el tratamiento con SFU. Con respecto a la linea control sin tratamiento la
inhibicion fue del 81.16% para DLD1 tratada (Figura 26A).

Comparada con la linea control tratada, las cifras serian de un 37.4% para
la linea que expresa el gen gef, 52.57% para la linea que expresa el gen de la
apoptina y una no disminucién del crecimiento en la linea con gef-apoptina en el
octavo dia de tratamiento, sin embargo, hasta el dia 6 la linea con los genes gef-
apoptina se comporté de forma muy similar a la linea portadora solo del gen gef
(Figura 26B).
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Figura 26: Terapia combinada 5FU/Oxaliplatino. A: Comparacién con la linea control sin tratar. B:
Comparacioén con la linea control tratada.
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Analizados los datos, se pudo concluir que en monoterapia el farmaco que
mayor respuesta consiguid fue irinotecan en las lineas DLD1/Tet-On-gef-apoptina
ya que alcanzamos un 94.22% de inhibicion de la proliferacion con tan solo 0.89
UM en comparacion con DLD1/Tet-On-apoptina que alcanzé un 96.59% de
inhibicién de la proliferacion con 1.92 uM de IRI. El segundo mejor farmaco fue
5FU, aunque en este caso no hubo un incremento en la respuesta al asociarse a la
accion de los genes suicidas. El peor farmaco, en términos globales, fue
oxaliplatino, alcanzando la menor tasa de inhibicion de la proliferacion en todas

las lineas (Figura 27).
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Figura 27: Inhibiciéon de la proliferacion de todas las lineas respecto a la linea control sin
tratamiento. La linea control sin tratamiento, tiene una inhibicion del 0% motivo por el cual se
marca en la leyenda pero no se aprecia en la figura.

Del andlisis de la terapia con varios farmacos se dedujo que, la
combinacion mas efectiva, con mayor inhibicion de la proliferacion con respecto
al control sin tratar fue la triple terapia con SFU, OXA e IRI y, en concreto, la
mejor respuesta se obtuvo al combinarla con la accion de los genes gef y

apoptina. Esta terapia se seguiria de la combinacion OXA/IRI, cuyo mejor
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resultado también fue al asociarse el tratamiento farmacologico con la accion de
ambos genes. La tercera mejor combinacién en la terapia con varios farmacos
seria la de SFU e IRI en la linea con los genes gef'y apoptina que seria la nica
combinacion que mejora la respuesta con respecto al tratamiento so6lo con IRI o

solo con SFU (Figura 27).

11. ANALISIS DEL EFECTO APOPTOTICO EN TERAPIA COMBINADA

11.1 CONTROL SIN TRATAMIENTO

Para cuantificar el alcance de la apoptosis mediante citometria de flujo, al
igual que se comenta anteriormente, se tifieron las células simultdineamente con
anexina V-FITC y con loduro de Propidio (IP). La linea control presentdé una
viabilidad 99.8% y tan solo un 0.1% de necrosis y un 0.1% de apoptosis temprana

(Figura 28).

APOPTOSIS 20-02-201 3-Tube_071

10°
I

10*
L L ||I] L LAl

Q] Q2

10°
]

IP PE-A

@3] G4

Llali

i
|

i

o -

E. 'Trl'l'l'|'|'|'l11Tl1Tr|_|_1'|'I'I"I1T[ T |'||l'||| I|||'||||'| T
u 1? i 10°

ANEXKIN-V FITC-A

Figura 28: Estudio de apoptosis en la linea DLDI1 salvaje:
Ql: Células necroticas (0.1); Q2: Células apoptoticas
tardias (0); Q3: Cé¢lulas Viables (99.8); Q4: Células
apoptoticas tempranas (0.1)
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11.2 TRATAMIENTO CON 5 FLUOROURACILO.

Las células fueron tratadas durante 24 horas con la ICsy de cada una de las

cuatro lineas celulares (Figura 29)
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Figura 29: Estudio de apoptosis en terapia combinada con SFU. (A) DLDI1 tratada, (B)
DLD1/Tet-On-gef, (C) DLD1/Tet-On-apoptina, (D) DLD1/Tet-On-gef-apoptina.

La linea control, DLDI1, tratada con el farmaco mostro valores de
viabilidad del 49.4%, tuvo un 0.7% de apoptosis temprana, un 15.3% de apoptosis
tardia y un 34.6% de necrosis, en la linea control, aumenta la necrosis en

comparacion con las lineas transfectadas. La linea DLD1/Tet-On-gef, tras 24
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horas de tratamiento mostro que el 39.1% de las células eran viables, el 11.1%
estaban en apoptosis temprana, un 39.4% en apoptosis tardia y un 10.4% en
necrosis. La linea DLD1/Tet-On-apoptina mostré un 46.5% de viabilidad celular
(similar a la linea control), un 26.2% de las células estaban en apoptosis temprana,
un 23.8% en apoptosis tardia y un 3.5% en necrosis. En la linea con ambos genes,
DLD1/Tet-On-gef-apoptina, tras 24 horas de tratamiento eran viables el 35.7%,
un 9.8% presentaban apoptosis temprana, un 46.3% apoptosis tardia y un 8.1%
eran necroéticas (Figura 29).

La similitud de la linea control con las lineas transfectadas concuerda con el
estudio de proliferacién realizado, ya que en el tratamiento con 5FU no se

apreciaron diferencias entre lineas.

11.3 TRATAMIENTO CON OXALIPLATINO.

La linea control tuvo un 83.7% de viabilidad celular, un 1.4% de las
células estaban en apoptosis temprana, un 1.1% en apoptosis tardia y un 13.8% en
necrosis. La diferencia con respecto a las lineas transducidas, en este caso, fue
mas evidente. DLD1/Tet-On-gef un 51.2% de viabilidad, un 5.9% de apoptosis
temprana, un 29.3% de apoptosis tardia y un 13.6% de necrosis. DLD1/Tet-On-
apoptina, un 51.3% de viabilidad, un 18.7% de apoptosis temprana, un 27.1% de
apoptosis tardia y un 2.9% de necrosis. DLD1/Tet-On-gef-apoptina presentd un
32.8% de viabilidad, un 4.6% de apoptosis temprana, un 58.8% de apoptosis
tardia y un 3.8% de necrosis (Figura 30).
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Figura 30: Estudio de apoptosis en terapia combinada con Oxaliplatino. (A) DLD1 tratada, (B)
DLD1/Tet-On-gef, (C) DLD1/Tet-On-apoptina, (D) DLD1/Tet-On-gef-apoptina

Con este farmaco el estudio de proliferacion objetivo evidente mejoria en

la respuesta al tratamiento en las células transducidas con ambos genes.

11.4 TRATAMIENTO CON IRINOTECAN.

En la linea control, los valores encontrados fueron del 56.6%, 1.7%, 4.4%

y 32.3% de viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis,

respectivamente.
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Figura 31: Estudio de apoptosis en terapia combinada con irinotecan. (A) DLD1 tratada,
(B) DLD1/Tet-On-gef, (C) DLD1/Tet-On-apoptina, (D) DLD1/Tet-On-gef-apoptina.

La linea portadora de gef presentd un 38.9% de viabilidad, un 13.2 de
apoptosis temprana, un 21.5% de apoptosis tardia y un 26.7% de necrosis. La
linea transducida con apoptina present6 un 34.6% de viabilidad, un 49.6% de
apoptosis temprana, un 14.4% de apoptosis tardia y un 1.4% de necrosis. La linea
transducida con los dos genes presentd un 29.4%, 39.7, 28% y 2.8% de viabilidad,
apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis respectivamente (Figura 31).
Aunque finalmente al octavo dia la linea portadora de apoptina tuvo mejor
respuesta al tratamiento que la linea que contiene los dos genes, si se analizan
pormenorizadamente los datos de proliferacion, hasta el sexto dia el crecimiento

fue menor en la linea con ambos genes, por lo que se entiende que en las primeras
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24horas de tratamiento, la respuesta pudiese ser mejor en la linea con ambos

genes.

11.5 TRATAMIENTO CON 5 FLUOROURACILO /OXALIPLATINO/
IRINOTECAN.

El tratamiento con la triple terapia farmacoldgica asociado a terapia
génica, vuelve a ser el tratamiento con mejores resultados (Figura 32). Asi,
incluso en la linea control tratada encontramos un 40.3% de viabilidad celular, un
0.8% de apoptosis temprana, un 9% de apoptosis tardia, y un 49.9% de necrosis.
La linea portadora del gen gef presenté un 30.9% de viabilidad, un 15.6% de
apoptosis temprana, un 50.8% de apoptosis tardia y un 2,7% de necrosis. La
respuesta en la linea con gef'y apoptina es similar a la que encontramos en la linea
con apoptina en cuanto a viabilidad celular, 19% para gef-apoptina y 19.2% para
la linea con apoptina sola, la necrosis también es similar 2.9% en la linea con
ambos genes y 1.4% en la linea con apoptina sola, la apoptosis tardia en la linea
portadora de gef-apoptina, es del 73.4% y en la linea con apoptina es del 62%, la
apoptosis temprana aumenta en la linea s6lo con apoptina, 17.3%, frente al 4.6%

en la linea con ambos genes.
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Figura 32: Estudio de apoptosis en terapia combinada con 5FU/Oxaliplatino/Irinotecéan.
(A) DLDI tratada, (B) DLD1/Tet-On-gef, (C) DLD1/Tet-On-apoptina, (D) DLD1/Tet-On-

gef-apoptina.

11.6 TRATAMIENTO CON OXALIPLATINO/IRINOTECAN.

Para la linea control encontramos un 60.2% de viabilidad, un 3,2% de
apoptosis temprana, un 15,9% de apoptosis tardia y un 20.7% de necrosis. La
linea con gef presentd un 71.4% de viabilidad, un 9,1% de apoptosis temprana, un
15.7% de apoptosis tardia y un 3,9% de necrosis. En la linea con apoptina 47,6%,
31,7%, 19,3% y 1,4% viables, en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis,

respectivamente. Para la linea con gef-apoptina hubo un 24,3%, 26,1%, 49% y
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0,5% de viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis

respectivamente (Figura 33).
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Figura 33: Estudio de apoptosis en terapia combinada con Oxaliplatino/Irinotecan. (A)
DLDI1 tratada, (B) DLD1/Tet-On-gef, (C) DLD1/Tet-On-apoptina, (D) DLD1/Tet-On-gef-
apoptina.

11.7 TRATAMIENTO CON SFU/OXALIPLATINO

La linea control presentd un 56.7%, 0.4%, 5.7% y 37,2% de células
viables, en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis respectivamente.
DLD1/Tet-On-gef se obtuvo un 41.9% de células viables, 41.9%, apoptosis tardia
,10.5% de apoptosis temprana y 5,7% de necrosis. DLD1/Tet-On-apoptina 40,7%,
23,2%, 34,7% y 1,4% de células viables, en apoptosis temprana, tardia y necrosis

respectivamente. DLD1/Tet-On-gef-apoptina 32,8%, 3,8%, 59,2% y 4,1% de
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células viables, en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis

respectivamente (Figura 34).
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Figura 34: Estudio de apoptosis en terapia combinada con 5FU/Oxaliplatino. (A) DLDI1
tratada, (B) DLDI1/Tet-On-gef, (C) DLDI1/Tet-On-apoptina, (D) DLDI1/Tet-On-gef-
apoptina.

11.8 TERAPIA CON 5FU/IRINOTECAN

La viabilidad en la linea DLDI1 fue del 53.4% (frente al 49.4% con 5FU),
la apoptosis temprana del 1,3%, apoptosis tardia del 10.9% y necrosis 34.4%.
DLD1/Tet-On-gef presentd mayor apoptosis tras 24 horas de tratamiento en

terapia combinada que las monoterapias con SFU o con irinotecdn con una

viabilidad del 24.3% (39,1% con 5FU y 38,9% con irinotecan), apoptosis
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temprana 14.5%, apoptosis tardia 55,7% y un 5.4% de necrosis. DLD1/Te-On-
apoptina, mostr6 aumento de apoptosis con respecto al tratamiento en
monoterapia con SFU, la viabilidad en este caso fue del 31.8%, apoptosis
temprana 35,6%, apoptosis tardia 30,5% y necrosis 2,1%. DLD1/Tet-on-gef-

apoptina mostré6 un 39.7% de viabilidad (35,7% en el tratamiento con 5FU),

apoptosis temprana 40,2%, apoptosis tardia 19,2% y necrosis 1%.
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Figura 35: Estudio de apoptosis en terapia combinada con 5FU/Irinotecan. (A) DLDI

tratada, (B) DLD1/Tet-On-gef, (C) DLD1/Tet-On-gef-apoptina.
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A continuacion se muestra una grafica resumen (Figura 36) de la

viabilidad celular en las diferentes lineas y con los distintos tratamientos

utilizados.
Viabilidad celular en terapia combinada
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Figura 36: Comparacion de la viabilidad celular tras 24 horas de tratamiento con los
distintos farmacos y sus combinaciones en las distintas lineas celulares.

Una vez analizados todos los datos pudimos concluir que, tras 24 horas de
tratamiento se ratifica que la mejor combinacién es la triple terapia con 5
Fluorouracilo, oxaliplatino e irinotecan, en todas las lineas, mejorando la
respuesta, con una disminucion de la viabilidad mayor en las lineas DLD1/Tet-
On-gef-apoptina y DLD1/Tet-On-apoptina. Con los farmacos en monoterapia
también se pudo ratificar la mayor eficacia de irinotecan en todas las lineas salvo
en DLDI en la que la mejor respuesta en monoterapia se alcanza con SFU. Estos
datos concuerdan con los resultados de proliferacion tras 8 dias de tratamiento,
expuestos en otros apartados. Oxaliplatino ofrecid la peor respuesta, aunque,
volvié a mejorar de manera significativa, cuando se asocié a terapia combinada.

En politerapia, la menor viabilidad celular se consigui6 en las células portadoras
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de ambos genes, salvo para la combinaciéon SFU/IRI, en cuyo caso la menor

viabilidad celular se alcanzo en la linea DLD1/Tet-On-gef.
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El cancer colorrectal es una causa importante de mortalidad, con una
supervivencia a los 5 afios de aproximadamente el 50% (Puglisi y cols., 2013).
Células de carcinoma de colon a menudo resultan resistentes a las terapias
convencionales, y hay una necesidad urgente de nuevos tratamientos alternativos
(Shekhar, 2011). Uno de estos enfoques es la terapia génica, es decir, la entrega de
material genético a las células de mamiferos con fines terapéuticos (Duarte y
cols., 2012; Boulaiz y cols., 2008, 2005). La terapia génica basada en el uso de
genes suicidas es una estrategia prometedora para el tratamiento del cancer
avanzado. Se basa en la entrega de genes cuyo producto es toxico o puede
conducir a la produccion de un metabolito toxico en conjuncién con la
administraciéon de un profarmaco (Chen y cols., 2012). La terapias génica con
genes suicidas se puede dividir de acuerdo con su mecanismo de accién entre:
terapia génica de accion indirecta o sistema prodroga/droga, basada en el uso de
los genes que expresan enzimas que permiten la conversion de un compuesto no
toxico en un farmaco letal, y terapia génica de accion directa, que se basa sobre el
uso de genes que expresan moléculas toxicas que pueden comprometer la

viabilidad de la célula al alterar su membrana.

Los sistemas prodroga/droga mads investigados son: el gen de la timidin-
kinasa del virus herpes simplex (HSV-tk), que confiere a las células neoplasicas
una sensibilidad al ganciclovir inhibiendo el crecimiento celular in vivo e in vitro
(Qu y cols., 2013; Lafitte y cols., 2012; Finzi y cols., 2011), y el gen de la citosina
desaminasa (CD) de Escherichia coli, la cual convierte el agente antifingico no
toxico S-fluorocitosina (5-FC) en 5-fluorouracilo (5-FU) (Lee y cols., 2013;
Negroni y cols., 2007). Este sistema confiere una gran sensibilidad a las células
transfectadas frente al antifungal 5-fluoroacilo (5-FU), pero ademas induce un
efecto toxico muy significativo alrededor de las células tumorales (por ejemplo
carcinoma hepatocelular) infectadas con él (Lampe y cols., 2013; Kuriyama y

cols., 1999; Huber y cols., 1994). Este efecto es menos significativo en el mismo
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tipo celular infectado con otros sistemas tales como el de la timidin kinasa del
virus herpes simples (Kuriyama y cols., 1999). Sin embargo, estos sistemas tienen
dos limitaciones principales, la necesidad de convertir un profarmaco no téxico en
un metabolito toxico y la limitada biodisponibilidad de la droga que activa el
metabolito (Altaner 2008; Dachs et al, 2005). Estos inconvenientes se han
detectado también en estudios pre-clinicos en un modelo de cancer de pancreas in
vivo (Fogar y cols., 2003). Es por ello que varios grupos estin buscando

alternativas a las terapias basadas en el uso de sistemas prodroga/droga.

Los genes suicidas que codifican proteinas toxicas directamente en las
células cancerosas se han propuesto como alternativa a los sistemas activadores de
profarmacos. A diferencia de los genes suicidas clésicos, que actian mediante la
interrupcion de la sintesis de ADN y que solamente tienen como diana las células
que se dividen rapidamente, estas nuevas toxinas también pueden destruir las
células tumorales quiescentes. Los genes toxicos de organismos no eucarioticos,
tales como bacterias, plantas, virus y bacteridofagos se han utilizado con éxito para
este proposito en experimentos de terapia génica del cancer (Yang y cols., 2013;
Showalter y cols., 2008; Zhao y cols., 2008; Agu y cols., 2007; Geden y cols.,
2007; Sandvig y cols., 2005). Se estima que una sola molécula de la toxina de la
difteria puede matar a las células diana (Yamaizumi y cols., 1978), y esta
toxicidad ha sido utilizada por numerosos investigadores para erradicar las células
cancerosas (Fiorentini y cols., 2013; Yang y cols., 2013; Amit y cols., 2012;
Zheng y cols., 2003; Lee y cols., 2002). Un mecanismo de destruccion celular
similar se ha observado en derivados de plantas de ricina y exotoxina de
pseudomonas, que también han sido examinadas como productos eficaces contra
el cancer (Kawakami y cols., 2001; Martin y cols., 2000). La estreptolisina O, una
toxina secretada por las bacterias del género Streptococcus, ha puesto en
evidencia un efecto contra el cancer in vitro e in vivo (Yang y cols., 2006; Bhakdi

y cols., 1996). El gen E del fago ¢.X174 indujo una intensa destruccion de células
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de melanoma y cancer de colon (Rama y cols., 2011; 2010; Ortiz y cols., 2009).
La apoptina, una pequefia proteina codificada por el virus de la anemia del pollo,
no tiene ningun efecto sobre las células normales, pero induce selectivamente la
apoptosis en diversas células cancerosas, incluyendo el hepatoma, el
osteosarcoma, el melanoma, y canceres de colon, pulmon, mama, prostata, cuello
uterino, y estdbmago, entre otros (Zhou y cols., 2012). Nuestro grupo informé del
potencial antitumoral del gen gef, un miembro de una familia de genes que
codifica genes suicidas en E. coli. La activacion de esta proteina induce la
detencion de la respiracion celular y la consecuente muerte de la bacteria, y se
demostrd que el gen gef puede inducir cambios morfologicos, la detencion del
ciclo celular y la apoptosis en células tumorales humanas (Boulaiz y cols., 2011;

2008; 2005; 2003; Prados y cols., 2010).

A pesar de los buenos resultados obtenidos en numerosos estudios in vitro
e in vivo, la terapia génica con genes suicidas no ha logrado los resultados
esperados en pacientes con cancer. Sin embargo, estudios preclinicos recientes de
modelos de cancer indican que este tratamiento tiene un gran potencial cuando se
aplica en combinacién con otras modalidades terapéuticas. La terapia génica
combinada mejora la eficacia terapéutica y supera las deficiencias de las terapias
de genes individuales, y se ha convertido en una linea de investigacion importante
en el desarrollo de estrategias antitumorales (Liu y cols., 2011; Lee y cols., 2010).
En la doble terapia con genes suicidas, las células cancerosas transfectadas con
vectores que expresan dos genes suicidas de forma estable pueden generar sus
productos, y mejoran su sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos (Kojima y
cols., 2009). Asi, varios autores han demostrado que la combinacion de los
sistemas tradicionales TK/GCV con CD/5-FC ofrece una mayor -eficacia
terapéutica en comparaciéon con la terapia génica con un Unico gen suicida,
permitiendo obtener mejores resultados mediante concentraciones inferiores de

profarmaco (Su y cols., 2013; Jia y cols., 2011; Boucher y cols., 2008). Algunos
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autores llegaron a la conclusién de que tanto la utilizacion de la doble terapia
génica como de estrategias basadas en el uso de un solo gen, representan un
mecanismo fiable y seguro para la eliminacion de las células tumorales y
sugirieron que el desarrollo de la inmunidad de células T requiere una liberacién
rapida y adecuada de antigenos a través de la destruccion del tumor mediada por
los sistemas TK y CD (Uckert y cols.,, 1998). Del mismo modo, otras
combinaciones de sistemas suicidas de genes / profairmaco, por ejemplo, CD /
uracilo fosforribosiltransferasa (Adachi y cols., 2000), CD / citocromo P450 2B1
(Kammertoens y cols., 2000) y TK / conexina 43 (Cx43) (Chen y cols., 2012)
fueron desarrollados. Sin embargo, la combinacion de los sistemas anteriormente
citados no ha superado los inconvenientes de la liberaciéon de metabolitos toxicos

y la reduccion de la biodisponibilidad (Wang y cols., 2009; Zhang y cols., 2009).

La accion combinada de dos genes suicidas de accion directa no se ha
investigada hasta la actualidad. Debido a que la transfeccion de construcciones de
ADNc que codifican toxinas con una accion antitumoral directa ofrece varias
ventajas como 1) la no necesidad de la administracion de un profarmaco,
eliminando las limitaciones de su biodisponibilidad y sus efectos adversos, asi
como 2) evitar el uso de dos aplicaciones consecutivas (vector y profarmaco). Por
esta razon, y en base a nuestra experiencia con la terapia génica basada en genes
suicidas, hemos desarrollado una nueva estrategia de doble terapia génica con gef
y apoptina, dos genes asesinos que no necesitan un profarmaco para eliminar a las
células tumorales. El objetivo de este estudio fue investigar el efecto de esta
combinacion novedosa de los genes gef'y apoptina en células de cancer de colon
humano. Hasta la fecha no se ha descrito en ninglin trabajo una terapia génica

basada sobre la co-expression de los genes gef'y apoptina.

El principal desafio en la terapia génica antitumoral, es la entrega eficiente

asi como la adecuada expresion del gen terapéutico en los tumores de destino.
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Aunque algunos logros se han hecho para mejorar la eficiencia de la transduccion
(Zhong y cols., 2001; Bai y cols., 2003), el mecanismo que regula la expresion de
los genes suicidas aun no estd completamente claro. Estudios recientes han
demostrado que se requiere una dosis apropiada de la proteina terapéutica para
lograr el éxito en el tratamiento de ciertas enfermedades, mientras que la
produccion excesiva de la proteina podria ser toxica (Hillman y cols., 2004;
Zabala y cols., 2004). Para garantizar la seguridad de los tratamientos, estudios
recientes también han sugerido la necesidad de mantener las concentraciones de
proteinas dentro de una dosis terapéutica. Este resultado requiere que la expresion
del gen terapéutico sea estrictamente regulada tanto en su administracion, como su
induccién y expresion (Koponen y cols., 2003). Para alcanzar este objetivo, se han
utilizado varios promotores inducibles para transfectar genes de una manera
controlada. Los inductores de dichos promotores pueden ser varias sustancias
incluyendo hormonas esteroides, oxigeno, metales pesados, y hasta estimulos
fisicos (por ejemplo, radiacion) (Worthington y cols., 2004; Dalle y cols., 2000).
Sin embargo, la mayoria de estos promotores no son adecuados para la aplicacion
clinica por diversas razones: En primer lugar, estos promotores son de genes de
mamiferos, de modo que la regulacion exogena del gen diana a través de tal
promotor podria afectar a la transcripcion de los genes endogenos de la célula
huésped. En segundo lugar, los inductores de estos promotores son generalmente
moléculas enddgenas (por ejemplo, hormonas, oxigeno), cuyos niveles no pueden
ser modulados significativamente y de forma segura. Otras limitaciones podrian
incluir los potenciales de toxicidad o efectos secundarios del inductor (Zeng y
cols., 2006). Por lo tanto, un sistema de regulacién que ofrece un control estricto
de la expresion del gen en respuesta a agentes inductores es valioso para la terapia
génica antitumoral. El sistema de regulacion basado en la tetraciclina ofrece la
regulacion sustancial de la expresion del gen diana en respuesta a la doxiciclina

(Dox) que puede ser administrada repetidamente (Jiang y cols., 2012; Carlotti y

cols., 2005). El sistema “Tet-on”, puede controlar la expresion del gen
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terapéutico mediante doxiciclina. Ademas, al ser un vector retroviral, puede
integrar el genoma de la célula huésped (Chtarto y cols., 2003). En efecto, la baja
citotoxicidad de la tetraciclina, asi como la de sus derivados, y su alta afinidad por
el promotor TetR han permitido el uso de este antibidtico en concentraciones que
no tienen efectos adversos apreciables en animales transgénicos (Shokolenko y

cols., 2013; Ginhoux y cols., 2004; Gimenez y cols., 2004).

La correcta y eficaz expresion de los genes gef' y apoptina en una célula
eucariota depende en gran medida del vector seleccionado. Nosotros, por todo lo
descrito anteriormente, hemos utilizado para infectar los genes gef'y apoptina en
la linea tumoral de carcinoma de colon DLD1, un vector retroviral basado en el
sistema de expresion génica mediado por retrovirus “RevTet-On”. Este sistema
fue utilizado en varios estudios similares al nuestro entre los que podemos
destacar el trabajo de Wei y cols. (2001) quienes lograron transfectar con éxito in
vitro el gen TRAIL en la linea NCI-N87 de carcinoma gastrico provocando asi
una expresion controlada de dicho gen e incrementando su efecto letal. Otro
estudio, de Zeng y cols. (2006), quienes transfectaron el gen de la timidina
quinasa del virus del herpes simple en la linea celular de cancer de mama humano
MCF-7 y en un modelo de cancer de mama humano implantado en ratones
desnudos. La inhibicion de la proliferacion celular fue dosis dependiente
alcanzando, in vivo, un 89% de la supresion del tumor. Estos datos demuestran
que la terapia génica con genes suicidas basada en el uso de vectores retrovirales
controlados mediante Dox es un método viable para el tratamiento de diferentes

tipos de tumores.
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LA DOBLE TERAPIA GENICA CON gef Y apoptina INHIBE EL
CRECIMIENTO DE LA LINEA DLD1 TRANSDUCIDA:

Al analizar el patron de crecimiento de las células DLD1 hemos observado
que la combinaciéon de la expresion génica de gef y apoptina en las células de
cancer de colon aumentd considerablemente la inhibicién de la proliferacion
inducida tras el tratamiento con Dox en comparacion con el uso de dichos genes
solos. Por lo tanto, la co-expresion de gef y apoptina reduce sinérgicamente la
viabilidad celular hasta un 65,13% después de 10 dias de tratamiento con Dox,
mientras que la expresion de los genes gef o apoptina por separado alcanzd una
reduccion del 35,9% y 47,95%, respectivamente. Esta potenciacion del efecto
citotoxico es similar a la descrita por el uso del gen CDglyTK (fruto de la fusion
de los genes CD y TK), que codifica una enzima bifuncional que posee la
actividad especifica tanto de CD como de TK y se encontré que era mas eficaz y
segura, asi como de amplio espectro, en comparacion con el uso de dichos genes
por separado (Luo y cols., 2010; Guowei y cols., 2006; Yang y cols., 2006; Wu y
cols., 2005).

Sin embargo, aunque varios grupos han demostrado que la doble terapia
génica basada sobre los sistemas suicida HSV-TK/GCV y CD/5-FC produce una
citotoxicidad sinérgica in vitro y una excelente actividad antitumoral en modelos
animales, incluyendo regresiones tumorales (Boucher y cols., 2006; Aghi y cols.,
1998), la necesidad de profirmacos sigue siendo un inconveniente de estas
estrategias (Aghi y cols., 1998). Ademas, se ha descrito que la combinacion de los
sistemas mencionados anteriormente ejerce una actividad antitumoral antagonista
(Moriuchi y cols., 2002). Hemos observado que la potenciacion del efecto de los
genes gef'y apoptina sobre la inhibicion del crecimiento celular se observa a partir
del sexto dia de tratamiento. Este hecho puede reflejar la necesidad de un periodo

de latencia para que las proteinas Gef y Apoptina produzcan su efecto, mejorando
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la tasa de muerte celular en las células de carcinoma de colon. Este requisito ha
sido previamente descrito en las células procariotas, que necesitan una
concentracion critica de la proteina Gef para provocar la muerte celular (Ronchel

y cols., 1998).

LA DOBLE TERAPIA GENICA CON gef Y apoptina INDUCE
MODULACION DEL CICLO CELULAR Y APOPTOSIS EN LA LINEA
CELULAR DLDI:

Los conocimientos sobre los mecanismos moleculares que controlan la
proliferacion celular se deben a la descripcion del aparato cronologico del ciclo
celular (Hunter y cols., 1994). Esta maquinaria molecular, que se aloja en el
nucleo celular, controla la decision de la célula de proliferar, entrar en un estado
de quiescencia reversible o pasar a un estado de diferenciacion postmitdtica
(Pardee, 1974). Antes del descubrimiento de estos mecanismos, muchos
cientificos creian que las proteinas de los oncogenes y los productos de los genes
supresores de tumores podian darnos una completa y razonable explicacion del
control de la proliferacion. Ahora, sabemos que estas proteinas, versiones erroneas
que a menudo encontramos en las células cancerosas, no son mas que jugadores
periféricos, cuya funcion es canalizar sus sefales hacia la maquinaria central
productora de decisiones -el reloj del ciclo celular- que toman la tltima decision

sobre el destino de la célula.

La coordinacion del ciclo celular se lleva a cabo principalmente mediante
transiciones de las fases G1/S y G2/M por una serie de “puntos de control”. Se ha
demostrado que las actividades de muchos factores de regulacion de los “puntos
de control” se pierden o son inactivados durante el proceso de tumorigenesis y
que algunos de los agentes antitumorales pueden restaurar la regulacion alterada

de estos puntos (Agami y cols., 2002). Muchos agentes antitumorales pueden
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arrestar y regular el ciclo celular (Tagle y cols., 2004; Tu y cols., 2004).
Diferencias en el cariotipo y el contenido de ADN de células tumorales que han
sido objeto de terapia génica antitumoral en relacion a las lineas no tratadas, han
sido descritas por diferentes autores (Su y cols., 2012; Luo y cols., 2012;
Srivastava y cols., 2011; Boulaiz y cols., 2003). Sin embargo, estas
modificaciones no ocurren en todos los casos, pueden ser distintas unas de otras y
se han relacionado con el gen usado como herramienta de terapia génica. Asano y
cols. (1996) observan que, en una linea de tumor del cerebro transfectada con el
gen fopoisomerasa Il de Drosofila, no se producen diferencias en el ciclo celular
en comparacion con la linea parental, ain existiendo una disminucion del
crecimiento celular después de 24 h de induccion de la expresion del gen.
Nuestros resultados, por el contrario, demuestran que la expresion de los genes gef
0 apoptina por separado en la linea DLD1 induce una clara disminucion de la fase
Go/G, acompafiada por un aumento en la fase S y G2-M. Estos resultados son
similares a los que hemos obtenido en las lineas de cancer de mama y melanoma
tratadas con el gen gef (Boulaiz y cols., 2003a; Boulaiz y cols., 2003b). Y
también, a los obtenidos por Teodoro y cols. (2004) tras infectar la linea humana
de carcinoma de pulmon H1299 con el gen de la apoptina obteniendo como
consecuencia un bloqueo a nivel de la fase G2/M del ciclo celular.

La co-expresion de los genes gef'y apoptina mostrd un aumento significativo de
células en fase G2-M y fase S acompanada con una concomitante disminucion de
la fase G; en comparacion con las células control y con las células que expresan
los genes gef o apoptina por separado. Estos resultados son consistentes con los
hallazgos en cuatro lineas celulares de cancer de colon, incluyendo DLD1, en el
que los mecanismos de apoptosis fueron inducidos por la supresion de HER3
(Beji y cols., 2012); y sugieren que la co-expresion de los genes gef y apotina esta
asociada con una aberracion en el control del ciclo celular que se caracteriza por
la prematura progresion de la fase G, a la fase S y G»-M, produciéndose un

bloqueo en el ciclo celular que las inhabilita para terminar una mitosis normal.
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Es bien conocido que la apoptina puede inducir muerte celular programada
en las células tumorales, incluyendo hepatoma, osteosarcoma, melanoma y
carcinoma de colon, entre otros (Zhou y cols., 2012). Hasta la fecha, varios grupos
de investigacion han demostrado que mas de 70 diferentes lineas celulares
tumorales son sensibles a la apoptosis inducida por la apoptina, mientras que las
lineas de células normales, en general, no se ven afectados (Argiris y cols., 2011).
Por otra parte, Nuestro grupo de investigacion demostrd previamente que el gen
gef induce la apoptosis en el cancer de mama (Boulaiz y cols., 2011; 2003), de
pulmén (Rama y cols., 2011) y de colon (Ortiz y cols., 2012). Con el fin de
determinar si la accién combinada de los genes gef y apoptina induce
citotoxicidad por apoptosis y/o otros mecanismos, células DLD1/Tet-On-gef-
apoptina se tifieron con anexina V y PI y se examinaron mediante citometria de
flujo y microscopia confocal. Estos estudios demostraron que la citotoxicidad
inducida por la expresion de los genes suicidas gef y apoptina se debe a dos
mecanismos totalmente diferentes, por una parte a la muerte celular programada o
apoptosis y por otra parte a la necrosis. Asi pues, a las 48 h de tratamiento por
Dox, hemos observado claramente en las células DLD1/Tet-On-gef-apoptina y
DLD1/Tet-On-gef, apoptosis temprana. Mientras que en las células DLD1/Tet-
On-apoptina, hemos observado una mayor proporcion de células en apoptosis
tardia. Sin embargo, la tasa mas alta de muerte en la linea celular Tet-On-gef-
apoptina se debe a la necrosis (36,19%). Después de seis dias de la induccion,
solo 8,69% de las células eran viables en la linea que expresaba los dos genes,
mientras que el resto de las células estaban muertas por apoptosis (45,94%) y por
necrosis (45,37%). En las lineas DLD1/Tet-On-gef y DLD1/Tet-On-apoptina el
24,81% y 23,36% de las células fueron viables respectivamente. Ademas, la
mayoria de las células estaban muertas por apoptosis (41,77% y 53,52%,
respectivamente). Estos resultados indican que la co-expresion de gef'y apoptina

en células de cancer de colon potencia los mecanismos de accion de los genes
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cuando se expresan por separado, aumentando por lo tanto la muerte celular no

solo mediante apoptosis si no también mediante necrosis.

LA DOBLE-TERAPIA GENICA CON gef Y apoptina INDUCE CAMBIOS
MORFOLOGICOS EN LA LINEA CELULAR DLD1 TRANSDUCIDA:

El analisis mediante microscopia Optica de la linea de carcinoma de colon
DLDI transducida con los genes gef y/o apoptina e inducida con Dox mostro,
ademas de células pequefias con una morfologia epitelial, que fueron similares a
las células parentales, células alteradas, mas pequefias que las células parentales y
con una morfologia redondeada u oval. El citoplasma de algunas de ellas, con un
tamafio variable parecia en muchos casos fragmentado. Este grupo celular fue
previamente descrito por Wei y cols. (1998), en la linea celular B16F10 del
melanoma murino tratada con ganciclovir tras su transfection por el virus de

herpes simples.

La muerte celular programada ha sido clasificada en base a criterios
morfologicos en varias categorias (Kerr y cols., 1972). La categoria mas
ampliamente estudiado, la apoptosis, se caracteriza por células redondas,
formaciéon de ampollas en la membrana, el colapso del citoesqueleto, la
condensacion y la fragmentacion citoplasmatica, picnosis nuclear, condensacion
y/o fragmentacion de la cromatina, y la formacion de cuerpos apoptdticos unidos
a la membrana que son fagocitados rapidamente y digeridos por los macrofagos o
células vecinas (Inbal y cols., 2002). Es por ello que nosotros utilizamos
microscopia electronica de barrido y de transmision para confirmar los hallazgos
encontrados en microscopia optica y para ver las modificaciones ultraestructurales

que presentaban las células tras la induccion de los genes gef v apoptina.
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Nuestros resultados mostraron que las células DLD1-gef-apoptina presentaban no
solamente células con una morfologia tipicamente apoptotica sino también células
necroticas. Esta observacion es de mucho interés debido a que el desarrollo del
cancer de colon y la formacion de metastasis estan relacionados con la resistencia
a la apoptosis (Lee y cols., 2010). De hecho, se han realizado estudios sobre la
capacidad de genes toxicos, tales como la toxina A de Clostridium difficile, para
inducir apoptosis en este tumor por via de la activacion de los genes p38 y p53
(Kim y cols., 2005). La modulacion de la apoptosis puede representar una nueva
estrategia prometedora en el tratamiento del cancer de colon, asi Faber et al.
(2009) utilizan pequenios RNAs de interferencia (siRNA) para silenciar la
expresion de proteinas antiapoptdticas en esta enfermedad. Amplios estudios de
terapia génica del cancer basados en el uso de factores apoptoticos tales como p53
(Vecil y cols., 2003), Bax (Ozawa y cols., 2005), FasL (Sudarshan y cols., 2005),
y el factor de necrosis tumoral relacionado con el ligando inductor de apoptosis
(Shi et al ., 2005) se han llevado a cabo en modelos animales como por ejemplo
ratones atimicos; sin embargo, estos sistemas tienen limitaciones intrinsecas como
agentes terapéuticos contra el cancer debido a la resistencia de las células
cancerosas a la apoptosis. Por lo tanto, las moléculas antiapoptdticas, como Bcl-2,
Bcl-xL, c-FILP, c-IAP, y survivina, se sobreexpresan frecuentemente en muchos
tipos de células cancerosas y confieren resistencia a la muerte celular inducida por
factores de apoptosis (Igney y cols., 2002). De ahi la importancia de la presencia
de otro mecanismo de muerte celular, como por ejemplo la necrosis, para asegurar
el efecto citotdxico que los genes apoptina y gef pueden tener en las células diana.
En este contexto, Prewett y cols., (2002) informaron del aumento de la apoptosis y
la necrosis en la linea celular DLD1 después del tratamiento combinado con el
anticuerpo monoclonal IMC-C225 y el inhibidor de topoisomerasa I irinotecan
(CPT-11) en comparacion con el tratamiento con cualquiera de estos agentes por

separado.
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LA DOBLE-TERAPIA GENICA CON gef Y apoptina INDUCE
APOPTOSIS EN LA LINEA CELULAR DLD1 TRANSDUCIDA
MEDIANTE DOS VIAS: LA EXTRINSECA Y LA INTRINSECA.

La apoptosis puede ocurrir a través de dos vias principales: la extrinseca (o
por receptores transmembrana) y la intrinseca (o mitocondrial). La via extrinseca
requiere, como, de receptores trans-menbrana a los que se llama “Death
Receptors” (DR) y de ligandos que interaccionan con dichos receptores. Los
receptores pertenecen a la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNF). Incluye a Fas (CD95), TNFR-I y II, p75SNTR, DR-3 y TRAIL
(DR-4 y DR-5). Tienen un dominio intracelular (DD) y un dominio extracelular
rico en cisteinas. A los dominios intracelulares se unen proteinas adaptadoras
como son FADD, TRADD, RIP o RAIDD para formar el complejo de
senalizacion que induce la muerte celular (death-inducing signalling complex,
DISC). Una vez formado el complejo, se activan las caspasas iniciadoras, 8 y 10,
y finalmente se da la activacion de las caspasas ejecutoras 3, 6 y 7, lo que genera
la sefial a las endonucleasas que culminard en la apoptosis celular (Meresman,
2011; Russo y cols., 2006). La via de la muerte celular mitocondrial esta mediada
por las proteinas de la familia Bcl-2, que interrumpen el potencial de membrana
mitocondrial y la liberacion de factores apoptogénicos, tales como el citocromo ¢
de la mitocondria, en el citosol (Meresman, 2011; Kim y cols., 2005). La familia
de Bcl-2 consta de miembros que se pueden dividir segun su actividad en dos
grupos: proteinas anti-apoptodticas como Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL, Bel-w, BAG y
proteinas pro-apoptdtica como Bax, Bel-xL, Bcl-xS, Bcel-10, Bax, Bak, Bid, Bad,
Bim, Bik, y Blk.

La inducciéon de la muerte celular por los genes gef o apoptina se ha
asociado con la via intrinseca (Lee y cols., 2002; Prados y cols., 2010). Hemos

analizado la integridad de la membrana mitocondrial como un posible mecanismo
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de accion de la co-expresion de ambos genes contra células de carcinoma de
colon. Nuestros estudios en células DLD1 que expresan tanto gef como apoptina
mostraron una mayor alteracion de la integridad de la membrana mitocondrial.
Esta alteracion ha sido superior a la observada después de la induccion de la
expresion de los genes por separado, lo que sugiere que la apoptosis esta mediada
por la via mitocondrial. Ademads, nuestros resultados a nivel ultraestructural
apoyan estos hallazgos ya que, el andlisis mediante microscopia electronica de
transmision revelo que las células DLD1-gef-apoptina presentaban un turnover de
mitocondrias dilatadas con crestas interrumpidas. Por otra parte, para asegurarnos
de que los genes gef y apoptina inducen apoptosis Unicamente mediante via
mitochondrial y asi poder descartar la posible participacion de otras moléculas
que pertenecen a la via extrinseca de apoptosis, hemos llevado a cabo un estudio
mediante western-blot de las caspasas 3, 9 y 8, el citocromo c, bax y p53.

Nuestros resultados demuestran un evidente aumento de la expresion del p53, el
citocromo ¢, Bax y las caspasas 9 y 3 después de 48h de la induccion de la
expresion de los genes. Estos datos apoyan la hipdtesis de que gef'y apoptina
siguen siendo capaces de activar el mecanismo de destruccion celular mediado por
la lesion mitocondrial. Asi pues, la activacion de proteinas pro-apoptoticas
produce la formaciéon de poros en la membrana externa de la mitocondria y la
disminucion del potencial de la transmembrana mitocondrial que permite la
liberacion de proteinas del espacio intermembranal, como el citocromo-c,
Smac/DIABLO, y serin-proteasa HtrA2/Omi. El citocromo-c se asocia con la
molécula adaptadora Apaf-1 y con la procaspasa-9 para formar el apoptosoma.
Este ultimo hidroliza la procaspasa-3 que se convierte en caspasa-3 activa y se
encarga de desencadenar las ultimas fases de la apoptosis (Meresman, 2011). Que
la activacion de las vias apoptdticas mediadas por caspasas es una estrategia para
inducir la destruccion de células tumorales, lo confirman los experimentos de Jang
y cols., 2008, que demuestran que la transfeccion de ANT1 induce apoptosis en la

linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, inactivando NF-kB e
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incrementando la expresion de Bax. La induccion de poptosis de ANT1 fue
acompanada por la interrupcion del potencial de membrana mitocondrial, el
lanzamiento del citocromo c y la activacion de las caspasas 9 y 3. Otros genes
suicidas, como cry (Zhang y cols., 2006) y gef (Prados y cols., 2008) sugieren la

formacion de poros y activacion de la Proteina Kinasa A (PKA).

Sin embargo, hemos observado también una clara activacion de la caspasa
8 cuando se expresan los genes gef'y apoptina solos o combinados. Este dato
sugiere que la apoptosis mediada por la expresion de gef' y apoptina en la linea
DLDI1 implica también moléculas de la via extrinseca de la apoptosis. Nuestros
resultados apoyan la hipdtesis de que tanto la via extrinseca como la intrinseca,
pueden converger en la activacion de la caspasa-3. Varios autores han demostrado
que el solapamiento y la integracion de las dos vias ocurre a nivel de Bid, un
miembro proapoptotico de la familia de Bcl-2. La caspasa-8 media la ruptura de
Bid incrementando enormemente su actividad proapoptotica, que resulta en su
translocacion a la mitocondria donde promueve la liberacion del citocromo c, la
formacion del apoptosoma y la activacion de la caspasa-3. Asi pues, la activacion
de la apoptosis se puede producir por la via intrinseca, por la via extrinseca o a

través de ambas (Meresman, 2011; Russo y cols., 2006).

LA DOBLE-TERAPIA GENICA CON gef Y apoptina EN COMBINACION
CON FARMACOS MODIFICA EL PATRON DE PROLIFERACION DE
LA LINEA DLDI.

Es bien conocido que todas las terapias antitumorales estandar tienen
limitaciones e inconvenientes. La invasion y la diseminacion tumoral fuera de
zonas accesibles son una desventaja para la cirugia y la radioterapia. Hay tumores
que desarrollan una répida resistencia a los medicamentos empleados en su

tratamiento. Ademds, en muchas ocasiones, los tratamientos usados generan

143



Blanca Caceres Granados Discusion

toxicidades altas y efectos secundarios indeseados. Estas limitaciones de las
terapias convencionales inducen a iniciar nuevas lineas de investigacion contra el
cancer que se centren en mejorar la eficacia de los agentes citotoxicos ya
existentes y reducir sus efectos adversos. En este contexto, surge la terapia
combinada que tiene como objetivo buscar acciones sinérgicas entre los
tratamientos antitumorales convencionales y la terapia génica (Prados y cols.,
2012). En este planteamiento, la terapia génica actiia como adyuvante permitiendo
una mayor eficacia del agente antitumoral y lo que es mds importante poder
reducir la concentracion de la droga a utilizar en el paciente.

Existen varios estudios que demuestran la utilidad de la asociacion de la
terapia génica con los tratamientos convencionales. Asi pues, Kanazawa y
colaboradores estudiaron in vitro e in vivo el tratamiento con un vector adenoviral
que codifica la enzima timidina quinasa del virus del herpes simple tipo 1 (AAVtk
/ GCV), y 4 Gy de irradiacion en las lineas celular de cancer laringeo (HEP-2) y
HeLa, observando que la irradiacion aumentaba los efectos de AAVtk / GCV
cuatro veces en las células HeLa y 15 veces en las células HEp-2. Después de los
experimentos in vitro, se evalud la expresion de los transgenes y la actividad
antitumoral de los vectores de AAV en combinacion con rayos gamma en ratones
desnudos inoculados con células HEp-2 por via subcutanea. El sistema de AAVtk /
GCV suprimi6 el crecimiento del tumor, y el uso de rayos gamma aumento la
actividad antitumoral cinco veces (Kanazawa y cols., 2003). Por otra parte, se ha
evaluado positivamente la accion combinada de apoptina y radioterapia en el
tratamiento del carcinoma hepatocelular (Han y cols., 2011). Schoop y
colaboradores analizaron en lineas celulares de cancer escamoso de cabeza y
cuello resistentes (SQD9) y sensibles (SCC61) a radioterapia, el efecto de la
combinacion de la irradiacion y la expresion de la apoptina. Han observado una
liberacion del citocromo ¢ mitocondrial y la escision de la caspasa-3 en ambas
lineas celulares. Sin embargo, la linea SQD9 resistente a radioterapia no manifestd

ningin cambio ante la exposion unicamente a la irradiacion. Estos resultados
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demuestran que el tratamiento de apoptina representa una forma efectiva para
mejorar el efecto terapéutico de los tumores que responden mal a la radioterapia
(Schoop y cols., 2010). En 2011 se publicaron los resultados de un estudio de la
Fase IB en el tratamiento del glioma maligno asociando cirugia, radioterapia,
temozolomida y AdV-tk. Los pacientes con glioma maligno recibieron AdV-tk en
3x10'°, 1x10", 0 3x10"" particulas de vector (VP) a través de la inyeccion en el
lecho del tumor en el momento de la cirugia, seguidos de 14 dias de valaciclovir.
La radiacion se inicié dentro de los nueve dias después de la inyeccion AdV-tk. La
temozolomida se administrd6 después de completar el tratamiento valaciclovir.
Fueron tratados trece pacientes y 12 completaron la terapia. Actualmente se esta

desarrollando la fase II del estudio (Chiocca y cols., 2011).

El efecto de la terapia génica suicida en combinacién con inmunoterapia
antitumoral fue estudiado en un modelo de xenoinjerto de raton en el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello. Se observd que la apoptosis fue mayor en el
grupo que recibi6 la terapia de combinacion, en comparacion con el grupo tratado
solo con HSVtk / GCV o so6lo con IL-2 (Ambade y cols., 2010). En lineas
celulares de carcinoma nasofaringeo, Fang y sus colaboradores, mostaron que la
apoptina en combinacion con terapia fotodinamica tiene un mejor efecto
terapéutico que la terapia fotodinamica o la terapia con el gen de la apoptina por si

solos (Fang y cols., 2012).

También se ha podido comprobar el beneficio del uso combinado de
diferentes genes suicidas y quimioterapia. Recientes estudios usando el virus del
sarampion (MV) oncolitico dirigido al factor de crecimiento epidérmico, EGFR,
que expresa la enzima bifuncional citosina desaminasa / uracilo
fosforribosiltransferasa (CD / UPRT) han tenido resultados prometedores. La
administraciéon intratumoral de MV-antiEGFR en ratones portadores de

xenoinjertos de HNSCC, dio como resultado un retraso en el crecimiento del
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tumor y la prolongacion de la supervivencia. Estos datos indican que la
“quimioviroterapia” con EGFR y CD / UPRT MV es muy eficaz en entornos
preclinicos, con implicaciones directas para la traslacion a la Fase I de ensayos
clinicos prevista de MV para el tratamiento locorregional del cancer de células
escamosas de cabeza y cuello (Zaoui y cols., 2012). Por otra parte, Liu y
colaboradores analizaron el efecto terapéutico combinado de la apoptina con
doxorrubicina (ADM) y cisplatino (CDDP) sobre el carcinoma hepatocelular en
ratones. El volumen medio del tumor en los ratones que recibieron la inyeccion del
adenovirus, que contiene el gen de la apoptina, combinado con ADM y CDDP se
redujo significativamente el septimo dia del tratamiento sin que se haya observado
ningun efecto segundario (Liu y cols., 2010). La combinacion de dacarbazina con
Apoptina reveld un efecto citotdxico sinérgico en el tratamiento del melanoma,
tanto in vitro, como in vivo (Jin y cols., 2011). El efecto de la combinacion de
Apoptina y paclitaxel ha sido valorado en lineas celulares de cancer de prostata,
osteosarcoma y cancer de pulmoén (Olijslagers y cols., 2007). En cancer de prostata
se vio igualmente un efecto mejorado de apoptina cuando se combina con
inhibidores de la ceramidasa (Liu y cols., 2006). Otro gen suicida, el gen gef fue
capaz de mejorar el efecto anti-tumoral de paclitaxel, docetaxel y doxorrubicina en
cancer de mama. Las células de cancer de mama humano MCF-7 transfectadas y
no transfectadas con el gen fueron sometidas a diferentes concentraciones de
paclitaxel, docetaxel y doxorrubicina. La terapia combinada de gen gef / firmacos
causoO una disminucién en la viabilidad celular. Sin embargo, s6lo la combinacion
gef-doxorubicina indujo una mayor mejora en la actividad antitumoral en las
células MCF-7. Los resultados se confirmaron usando esferoides, y observando
que la disminucion del volumen con la terapia combinada fue mayor que la
obtenida usando la terapia génica o la quimioterapia sola. Esta estrategia
combinada supuso un efecto sinérgico significativo, permitiendo asi la utilizacién
de dosis menores del medicamento para lograr el mismo efecto terapéutico (Prados

y cols., 2010). Se evalud la posibilidad de mejorar el efecto antitumoral del
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paclitaxel en células de cancer de pulmén, combinando el uso de este farmaco con
el gen gef, usando la linea celular de cancer de pulmoén, A-549, tanto en cultivos
celulares como con la formacion de esferoides de tumor multicelulares. Se observo
que el uso de paclitaxel en la linea transfectada con el gen gef mejor6 el efecto
quimioterapéutico del medicamento. El gen gef, por tanto, tiene un efecto
citotoxico en las células de cancer de pulmon y ademés, aumenta la inhibicion del

crecimiento celular cuando se utiliza con paclitaxel (Prados y cols., 2008).

En nuestro estudio, nos hemos centrado en determinar la accién conjunta
de farmacos antitumorales usados en primera linea de tratamiento del cancer de
colon, con los genes gef y apoptina, solos o combinados. Asi pues, hemos
utilizado el irinotecén, el 5-fluoruracilo y el oxaliplatino por ser de uso rutinario a
nivel clinico. Se determind la ICsy de dichos farmacos en las cuatro lineas
celulares DLDI1, DLD1/Tet-On- apoptina, DLD1/Tet-On-gef y DLD1/Tet-On-
gef-apoptina. Nuestros resultados han demostrado que la expresion de los genes
influye positivamente en la sensibilidad de las diferentes lineas celulares frente a
los distintos farmacos. Asi pues, mientras que la ICsy del OXA ha sido un 6,615
UM en la linea DLD1, en las lineas celulares DLD1/Tet-On-apoptina, DLD1/Tet-
On-gef y DLD1/Tet-On-gef-apoptina ha sido un 4,644 uM, 2,376 uM, y 2,260
UM respectivamente. La IC50 del IRI a su vez se ha visto disminuida por la
accion de los genes de 2,670 uM en la linea parental a 1,919 uM, 2,093 uM y
0,899 uM en las lineas DLD1/Tet-On-apoptina, DLD1/Tet-On-gef y DLD1/Tet-
On-gef-apoptina respectivamente. La ICsy del 5-FU en la linea parental fue 5 uM
mientras que en las lineas DLDI1/Tet-On-apoptina, DLDI1/Tet-On-gef y
DLD1/Tet-On-gef-apoptina  ha sido 2,223uM, 2.314uM 'y 1.979uM
respectivamente. Estos resultados indican claramente que la expresion de los
genes gef y apoptina sensibiliza las células frente a dichos farmacos inhibiendo
asi la proliferacion tumoral con unas dosis hasta un 65,84%, 66,33% y 60.42%

mas bajas en el caso de OXA, IRI y 5 FU respectivamente. Estas concentraciones
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son mucho mas bajas que las utilizadas por otros autores como Ortiz y
colaboradores (2012) que utilizaron 1, 10, 100 uM para OXA, 10, 100, 200 uM
para IRI y 10, 50 100 uM para 5 FU en la linea T84 salvaje o transfectada con el
gen gef.

Por otra parte, y utilizando las ICs, previamente calculadas, hemos
analizado el efecto de los genes gef'y apoptina sobre la proliferacion celular de la
linea DLD1 durante § dias y usando diferentes combinaciones con los farmacos
previamente_citados. Todo esto con el fin de determinar cual es la combinacion de
genes/farmacos que mejor efecto antitumoral tiene.

Cuando se valor6 la modificacion en la inhibicion de la proliferacion de la linea
DLDI1, sometida a terapia combinada en relacion con la tratada sélo con los
farmacos pudimos comprobar que en general: 1) la expresion de gef'y apoptina
tanto solos como combinados en las células tumorales provoca una potenciacion
relevante del efecto de los fA&rmacos aumentando significativamente la reduccion
en su proliferacion, 2) el efecto de la co-expresion de gef'y apoptina se empieza a
notar a partir del segundo dia de exposicion a los farmacos y se mantiene en la
mayoria de los casos hasta el ultimo dia del experimento, 3) la co-expresion de gef
y apoptina ain reduciendo mdas del 60% la concentracion de los farmacos
utilizados, ha logrado mejorar los resultados en cuanto a la inhibicién de la

proliferacion se refiere.

Nuestros resultados demuestran que considerando tUnicamente los
farmacos, la mayor respuesta antitumoral se produce tras la exposicion de las
células DLD1 a las dosis ICsyp de 5 FU con un 91,78%, aunque en este caso no hay
mayor efecto en la terapia combinada con los genes gef'y apoptina.

En orden de mejoria de respuesta al tratamiento le seguiria irinotecan,
consiguiendo un 89,52% de inhibicion del crecimiento en comparacion con la
linea control sin tratar. Sin embargo, y contrariamente a lo observado con 5 FU,

hemos objetivado una clara potenciacion de su efecto mediante la expresion de los
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genes gef y apoptina. Asi pues, mientras que, el efecto de estos genes por
separado no empezd a notarse hasta el cuarto dia del tratamiento, su efecto
combinado se not6 desde los dos dias de tratamiento. Estos efectos duraron hasta
el octavo dia, siendo la linea de mejor respuesta, la infectada con apoptina,
seguida por la que co-expresa gef y apoptina y por ultimo la infectada con gef, con
una inhibicidén del crecimiento, con respecto a la linea control tratada con el
farmaco, del 66,98%, 44,90% y 20,92% respectivamente.

El farmaco que menor efecto tiene es el oxaliplatino con 67.34% de inhibicion del
crecimiento en comparacion con la linea control sin tratar. Se mejora el
tratamiento cuando se asocia a la terapia combinada alcanzando un 45,46% con
gef, 53,54% con apoptina y 57,89% cuando se combinan ambos genes con
respecto a la linea tratada inicamente con oxaliplatino.

En la terapia combinada con varios farmacos, observamos que, de las cuatro
combinaciones que hemos utilizado, la mas efectiva fue SFU/OXA/IRI. Esta
combinacion farmacologica de por si induce una inhibicion del crecimiento con
respecto a la linea control sin tratar del 96,57%. Comparando con la linea control
tratada, la proliferacion DLD1/Tet-On-gef es muy similar a la linea control tratada
mientras que la linea portadora de apoptina se inhibe en un 33,33% y la linea con
ambos genes en un 43,48% llegando asi a destruir practicamente la totalidad de
las células tumorales. Este efecto se deja notar a partir del segundo dia, y esta mas
acentuado en la linea gef-apoptina.

La asociacion de S5Fu y oxaliplatino mejora con respecto al tratamiento con
oxaliplatino solo pero no con respecto al tratamiento con SFU. En el caso de la
combinacion SFU/IRI hay mejoria con respecto al tratamiento sélo con irinotecan

en la linea que expresa los dos genes pero no en el resto.
Por tultimo, hemos realizado un estudio de apoptosis mediante anexina V

con las diferentes lineas celulares expuestas a los tres farmacos antitumorales

5FU, OXA, IRI, con sus distintas combinaciones. Nuestros resultados demuestran
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claramente que la expresion de los genes gef y apoptina aumenta
significativamente la tasa de las células apoptoéticas tanto tardias como tempranas.
Ademas, la exposicion al irinotecan y a la mezcla SFU/OXA/IRI es la que ha
inducido la menor tasa de viabilidad celular.

En el presente trabajo hemos analizado un nuevo sistema de doble terapia
génica basado en la infeccidon conjunta o por separado de dos genes, el gen gef de
procariotas, que actia de forma lesiva sobre las células a través de modificaciones
en la membrana y el gen apoptina, del virus de la anemia del pollo, que induce
selectivamente la apoptosis en diversas células cancerosas. Utilizando como
modelo experimental la linea DLD1 derivada de carcinoma de colon humano,
hemos conseguido infectar satisfactoriamente estos genes mediante un vector
retroviral de induccidn controlable, lo que nos ha permitido analizar los efectos de
su expresion sobre las caracteristicas biologicas de las células tumorales. La
expresion combinada de los genes gef'y apoptina inducida mediante doxiciclina
en la linea DLDI provoca un aumento significativo de las alteraciones
morfolégicas que indican la entrada de determinadas subpoblaciones celulares en
un proceso de muerte celular programada o apoptosis asi como necrosis celular.
Ademas, se ha observado la presencia de células con significativas alteraciones
de la membrana celular y aparicion de poros, que sugieren una actuacion de la
proteina del gen gef de forma similar a lo que ocurre en procariotas. Ademas, la
co-expresion de gef'y apoptina en DLD1 provoco una significativa reduccion de
la tasa de proliferacion en comparacion con la linea parental y las infectadas con
los genes por separado, que se acompaia de una notable alteracion de la
proporcion de células en cada una de las fases del ciclo celular. Nuestros
resultados demuestran por primera vez que la accion combinada de los genes gef'y
apoptina es mucho mas citotdxica y tiene actividad antitumoral mas intensa de la

que tiene la expresion de dichos genes por separado.
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Finalmente, el estudio de los efectos de la doble terapia génica con los genes gef'y
apoptina asociados con agentes citotoxicos de uso habitual en el tratamiento del
cancer de colon, muestra mejores resultados que una terapia Unicamente con

farmacos llegando a destruir aproximadamente el 100% de las células tumorales.

Concluimos, destacando la importancia que la investigacion basada en la
utilizacion de nuevos genes potencialmente lesivos para las células tumorales
puede tener en el futuro inmediato de los nuevos tratamientos contra el cancer.
Los resultados obtenidos abren una nueva via de investigacion sobre las
posibilidades que la doble terapia génica con gef y apoptina puede tener como
terapia selectiva y en combinacion con farmacos de este tipo de enfermedades.
Seran los proximos estudios en el campo de la experimentacion animal con
tumores inducidos y la fase de experimentacion clinica sobre pacientes con
determinados tipos de cancer, las que definitivamente determinaran las

posibilidades de esta nueva via terapéutica.
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1. La construccion basada en el sistema RevTet-On que incluye a los genes
gef o apoptina como inserto, permite su transduccion en células eucariotas
y posibilita el control de su expresion mediante la induccion con

doxicilina.

2. La infeccion mediante vectores retrovirales de los genes gef y/o apoptina
ha permitido obtener tres lineas de cancer de colon denominadas
DLD1/Tet-On-apoptina, DLD1/Tet-On-gef y DLD1/Tet-On-gef-apoptina.
La induccion de estas lineas permite la transcripcion y la traduccion de

dichos genes, pudiendo ser detectados su mARN y su proteina.

3. La co-expresion de gef y apoptina provoca una reduccion significativa de
la tasa de proliferacion en la linea DLD1/Tet-On-gef-apoptina llegando a
alcanzar el décimo dia un 65.13%, mientras que por separado los genes gef
y apoptina causaron una inhibicion de la proliferacion del 35.9% y el

47.95% respectivamente.

4. La co-expresion de gef y apoptina en DLDI1 provoca modificaciones
tipicas de muerte celular programada o apoptosis, destacando
ultraestructuralmente la aparicion de cuerpos apototicos y la condensacion
de la cromatina. También hemos observado un aumento de muerte celular

por necrosis.

5. La co-expresion de los genes gef y apoptina mostr6 un aumento
significativo de células en fase G2-M y fase S acompaiiada con una
concomitante disminucion de la fase G; en comparacion con las células
control y con las células que expresan los genes gef o apoptina por

separado.
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6. La co-expresion de los genes gef' y apoptina provoca la activacion de la
apoptosis mediante la via intrinseca e extrinseca como demuestra la
modulacién del potencial de membrana mitocondrial y la expresion

proteica de las caspasas 3, 9 y 8, el citocromo c, bax y p53.

7. La co-expresion de los genes gef 'y apoptina sensibiliza las células frente a
farmacos antitumorales usados en primera linea de tratamiento del cancer
de colon. La inhibicién de la proliferacion tumoral se ha producido con
unas dosis ICsy hasta un 65,84%, 66,33% y 60.42% mas bajas en el caso
de oxaliplatino, irinotecan y 5-flourouracilo respectivamente, en

comparacion con la linea control tratada.

8. La combinacion gef-apoptina/5FU-OXA-IRI muestra mejores resultados
que una terapia Unicamente con farmacos llegando a destruir

aproximadamente el 100% de las células tumorales.

9. Los resultados experimentales con los genes suicidas gef y apoptina
indican su eficacia y eficiencia como herramienta terapéutica para el
desarrollo de protocolos de terapia génica que solos o en combinacidén con
agentes citotoxicos pueden optimizar la respuesta de los pacientes con

cancer de colon.
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