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1. MECANISMOS DE TRANSFORMACION MALIGNA

1.1. DEFINICION

El término cancer engloba un conjunto de enfermedades que se

caracterizan por:

- Anaplasia: modificaciéon de los caracteres celulares hacia un fenotipo y

genotipo tipico de células poco diferenciadas.

- Autonomia: el crecimiento de las células cancerigenas no es regulado

de forma adecuada por las influencias bioquimicas y fisicas del ambiente.

- Clonalidad: el cancer se origina a partir de una unica célula

progenitora, que prolifera y da lugar a un clon de células malignas.

- Metastasis: las células cancerosas tienen la capacidad de crecer y

diseminarse a otras partes del cuerpo.

El proceso mediante el cual una célula normal se convierte en una célula
maligna, que presenta estas caracteristicas, se denomina transformacion

maligna (Isselbacher et al., 1994).

Las células tumorales se caracterizan por la pérdida de funcionalidad de
algunos de los puntos de restriccion que se encuentran a lo largo del ciclo
celular. Estos se encargan de detener el ciclo cuando se detecta alguna
anomalia, intentar la reparacion de la misma, y finalmente, en el caso de no
poder resolverla, desencadenan la muerte celular. Esta pérdida permite la
acumulacion de errores en el acido desoxirribonucleico (ADN), dando lugar a
una alta inestabilidad genética (Malumbres y Barbacid, 2001). Existen dos tipos
de alteraciones: cambios genéticos (translocaciones cromosomicas,
delecciones, inserciones, amplificaciones o mutaciones puntuales) o cambios

epigenéticos (que afectan al modo en que se expresan los genes).
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Las mutaciones que dan lugar al desarrollo neoplasico pueden afectar a

tres tipos de genes:

- Proto-oncogenes, fueron los primeros en asociarse al cancer. Codifican
para proteinas involucradas en crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis.
Su expresidon descontrolada o la de sus formas mutadas (oncogenes) dan
origen a la transformacion maligna. Las mutaciones que activan a los
oncogenes pueden ser puntuales, amplificaciones génicas o translocaciones
cromosomicas, siendo suficiente la mutacién en uno de los alelos para alterar

la funcidn de la proteina que codifican.

- Genes supresores de tumores, su actividad consiste en regular
negativamente la proliferacion celular. Su pérdida de actividad desencadena
carcinogénesis, y, salvo en raras ocasiones (como ocurre con p53), para ello es

necesaria la inactivacion de los dos alelos del gen.

- Genes reparadores del ADN, se encargan de corregir los posibles
errores producidos en la replicacién y de reparar las alteraciones producidas
por cualquier agente mutagénico. Si alguno de estos genes no funciona,
aparecen multiples mutaciones en el genoma que acaban afectando a los dos

tipos anteriores, desencadenando procesos tumorales (Wood et al., 2001).

Los procesos de transformacion maligna conllevan, a su vez, una
pérdida del reconocimiento de las células tumorales como andémalas, con lo
que no desencadenan una adecuada respuesta inmunitaria. Se sabe que las
proteinas andmalas o las que se encuentran anormalmente incrementadas, y
que desencadenan el proceso canceroso, pueden ser incorporadas y
presentadas por los complejos de histocompatibilidad tipo 1 (MHC-1), actuar
como neoantigenos y desencadenar una respuesta inmunoldgica. Estos
antigenos activarian a los linfocitos T cooperadores o CD4", provocando la
liberacion de citoquinas que estimulan el crecimiento y maduracion de los
linfocitos T citotoxicos o CD8". Estos linfocitos citotoxicos se unen a través de
su receptor especifico T-cell receptor (TCR) a los antigenos presentados por

los MHC-1 en la superficie de las células neoplasicas. Ademas, estos linfocitos
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CD8" precisan una co-estimulacion que se da cuando la célula tumoral expresa
a nivel de membrana una proteina denominada B7 capaz de interaccionar a
nivel de la membrana linfocitaria con el CD28, desencadenando, por lo tanto, la

respuesta citotoxica (Germain y Margulies, 1993).

Sin embargo, se ha evidenciado una disminucion o ausencia de la
expresion de los MHC-1 y/o de la proteina B7 en las células tumorales
(MacCarthy et al., 2000). De esta manera, se impide que estas células
presenten antigenos que pudieran desarrollar una respuesta inmunitaria e
impidiendo completar una reaccion citotoxica al faltar la co-estimulacion de la
proteina CD28.

1.2. PROTO-ONCOGENES

Los proto-oncogenes nucleares juegan un papel central en los
acontecimientos implicados en la proliferacion celular, de hecho sus formas
celulares normales se expresan durante este proceso, y tanto su &acido
ribonucleico mensajero (ARNm) como sus proteinas tienen una vida media muy
corta. Por lo tanto, los cambios en la transcripcion de estos genes dan lugar a

rapidas fluctuaciones en los niveles de ARNm y proteina.

Los proto-oncogenes pueden actuar por dos mecanismos distintos. El
primero, implica la fosforilacion de proteinas en residuos de serina, treonina o
tirosina a través de las denominadas quinasas, que transfieren grupos fosfato
desde la molécula donadora adenosina trifosfato (ATP). Este proceso tiene
doble efecto sobre la proteina fosforilada: en primer lugar, cambia su
conformacién y, como consecuencia, provoca un incremento en la actividad
enzimatica de la proteina fosforilada; en segundo lugar, la fosforilacion de los
residuos de tirosina genera sitios de reconocimiento para proteinas

sefalizadoras. Todo esto desencadena la amplificacidon de la sefal mitogénica.

El segundo mecanismo por el que actuan los proto-oncogenes implica la
actividad enzimatica GTPasa. Las denominadas proteinas G actuan como

interruptores moleculares. Su estado activo se induce por su unidén a guanosina
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trifosfato (GTP), provocando en ellas un cambio conformacional que
desencadena en una sefal, tras interaccionar con proteinas efectoras. Su
vuelta al estado inactivo se produce por la hidrélisis del GTP a guanosina
difosfato (GDP), catalizada por su actividad GTPasa intrinseca. Por otro lado,
existen reguladores positivos, que promueven la transicién de la proteina G a
su estado activo a través de una actividad intercambiadora de nucledtidos, y
reguladores negativos o efectores, que estimulan la actividad GTPasa

intrinseca (Friedman y Devary, 2005).

Los primeros oncogenes con actividad GTPasa descubiertos fueron los
de la familia ras que codifican una forma de GTPasas monoméricas pequenas
(Shih et al., 1979). Estas pertenecen a la conocida como superfamilia de
proteinas Ras, cuyos miembros regulan numerosos procesos celulares,
identificandose tres formas diferentes, denominadas H-ras, K-ras y N-ras. La
activacion de uno de los tres genes ras es la mutacidon dominante mas comun

encontrada en canceres humanos (Chung et al., 1993).

La activacion de Ras, en respuesta a la estimulacion de los receptores
de diversos factores de crecimiento, esta mediada por la unién de la proteina
adaptadora Grb2 a través de su dominio SH2. Por otro lado, Grb2 interacciona
a través de sus dominios SH3 con el factor intercambiador de nucledtidos de
guanina (Guanine nuleotide Exchange Factor, GEF) Sos, que puede estimular
el intercambio de GDP por GTP en Ras, lo que lleva a Ras desde su forma
inactiva a su forma activa. Por el contrario, la inactivacion de Ras esta mediada
en parte por su actividad GTPasa intrinseca, que normalmente es baja, pero
que puede ser estimulada por la proteina activadora de GTPasa (GTPase
Activating Protein, GAP), a través de su dominio SH2, que convierte la forma

activa de Ras unida a GTP en la forma inactiva unida a GDP (Barbacid, 1987).

Un efector de Ras es la serina treonina quinasa Raf, cuya activacién
fosforila y activa la tirosina treonina quinasa (MEK), que a su vez fosforila a la
proteina serina treonina quinasa (ERK), que fosforila entonces varias proteinas.
Esta cascada de senalizacion se conoce como la ruta de las proteina quinasas

activadas por mitégenos (Mitogen Activated Protein kinases, MAP) (Johnson y
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Lapadat, 2002). La respuesta celular provocada por esta ruta de senalizacién
incluye el incremento en la transcripcion de genes tempranos, como fos, que a
su vez regulan la expresion de genes cuyos productos controlan la progresion
en el ciclo celular, lo que finalmente da lugar a la sintesis de ADN y a la division

celular (Wang y Prywes, 2000) (Figura 1).

Receptor
GDP ]
Ciclo Ras
Inactivo EFECTOR
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R
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Proteina Activadora de GTPasa \

RasGAP @

FIGURA 1. CICLO RAS
(Modificado de Aasland, 1999)

La transformacion celular inducida por formas oncogénicas de Ras
también requiere la actividad de los miembros de la superfamilia de proteinas
Ras, Rho y Rac. Estas proteinas estan implicadas en el reordenamiento del
citoesqueleto de actina y regulan los cambios morfolégicos asociados con la

transformacion celular inducida por el oncogén ras (Krengel et al., 1990).

Los genes jun y fos codifican proteinas que son factores de transcripcién
y dimerizan para formar el complejo de transcripcion denominado Activating

Protein-1 (AP-1). Este regula la expresién de genes inducidos por factores de



Octavio Caba Pérez Introduccion

crecimiento y promotores tumorales, para ello se une a la secuencia
“TGACTCA” del ADN desde donde regula la transcripcion de los genes
adyacentes. Se conocen numerosos genes regulados por AP-1 fundamentales
para la proliferacion y la diferenciacion celular, entre ellos los propios genes jun
y fos (Angel y Karin, 1991).

Su actividad biologica esta regulada por fosforilacion, y las alteraciones
que presentan las formas oncogénicas de estas proteinas impiden su
regulacion, dando como resultado una actividad transcripcional permanente. En
el caso de Jun, la fosforilacion de dos serinas situadas en la region
aminoterminal induce un incremento de su actividad transcripcional. Esta
fosforilacién estda mediada por la serina/treonina quinasa Jun N-terminal Kinase
(JNK), que interacciona con Jun en respuesta a distintos estimulos, como
factores de crecimiento, citoquinas inflamatorias y sefales de estrés. La
proteina Fos también es activada por fosforilacion por otras quinasas activadas

por factores de crecimiento, como las ERKSs.

Otro tipo de proto-oncogen es el c-myc que pertenece a una familia de
proto-oncogenes con actividad transcripcional compuesta por tres miembros: c-
myc, N-myc y L-myc. Su producto génico es un componente esencial de los
mecanismos de sefializacion que median la transformacion por distintas
oncoproteinas, como Bcr-abl, el receptor de CSF-1 y Ras (Zeller et al., 2003).
El nivel de expresion de c-myc se encuentra cuidadosamente regulado, y
refleja el estado proliferativo de la célula. Se induce rapidamente a nivel
transcripcional tras la estimulacion con factores de crecimiento y es casi
inexistente en células quiescentes. La inapropiada regulacién de dicha
expresion contribuye a la tumorigénesis mas que las mutaciones sobre su

secuencia.

La activacion del proto-oncogén c-myc en las células da lugar a su
reentrada en el ciclo celular en ausencia de factores de crecimiento, y su
expresion en células sometidas a bajos niveles de nutrientes puede inducir
apoptosis. El producto del gen se localiza en el nucleo celular e interacciona

con diversas proteinas. C-myc posee varios dominios: uno compuesto por
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aminoacidos basicos, otro denominado hélice-bucle-hélice, implicado en la
unién al ADN, y otro dominio de cremallera de leucinas por el que interacciona
con Max, otro miembro de la familia Myc de proteinas reguladoras de la
transcripcion. Los heterodimeros Myc-Max son activadores de la transcripcion y
son necesarios para la oncogénesis (Amati et al., 1993). Todos estos dimeros
interaccionan con la secuencia de ADN conocida como caja E, “GAGCTC”, a

través de la region basica de c-Myc (Dang et al., 1999).

Ademas, c-Myc regula la expresion del factor de transcripcion E2F y de
la fosfatasa responsable de la activacion de las ciclinas, que estan implicadas
en la regulacion del ciclo celular (Dang y Lewis., 1997). Asi mismo, regula la
expresion de los genes cad y odc que son componentes necesarios del
proceso de sintesis del ADN (Bush et al., 1998).

1.3. GENES SUPRESORES DE TUMORES

Como mencionamos anteriormente, generalmente es necesario la
inactivacion de las dos copias de estos tipos de genes para que se
desencadene el proceso de malignizacion (Greenblatt et al., 1994; Schneider,
1995). Normalmente, uno de los alelos muta por un evento intragénico y el
segundo se inactiva por la deleccion de un segmento cromosémico grande o
incluso de un brazo entero del cromosoma. Hasta la fecha se han identificado
mas de 17 genes supresores de tumores que estan implicados directamente en

el cancer en humanos.

El p53 es uno de los mejor estudiados, y se le denomina comunmente
“el guardian del genoma”. Su producto es una proteina, que recibe el mismo
nombre, y que se activa cuando la célula se dispone a dividirse. Su misioén es
controlar que no existan dafos ni en el material genético ni en la maquinaria de
divisién celular, antes de que ésta ocurra (Elledge y Allred, 1998; Jeffrey et al.,
2003). Si se detecta una lesidon no muy grave, p53 detiene la divisién y activa a
los genes responsables de repararla. Por el contrario, si estima que la lesion es
irreparable, pone en marcha los mecanismos genéticos responsables de la

muerte celular programada, previniendo, de esta manera, la propagacion de
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una célula que pudiera presentar alteraciones gendmicas estables, y por lo
tanto, que pudiera tener susceptibilidad incrementada hacia la transformacion
maligna (Lane et al., 1994). La decisibn de una célula de someterse a
apoptosis mediada por p53 versus detencion en G4 es dependiente del contexto
celular, ya que existen diferencias entre los tipos celulares, y éstas van a

determinar el destino celular tras la induccion de p53 (Canman y Kastan, 1997).

La proteina p53 contiene varios dominios funcionales necesarios para
inducir la detencion del ciclo celular y apoptosis. La mutacién en el dominio de
activacion 2, entre los residuos 53-54, anula la actividad apoptética pero no
tiene efectos significantes en la detencion del ciclo celular, mientras que la
activaciéon de este dominio induce genes proapoptéticos o inhibe genes

antiapoptoticos (Zhu et al., 2000).

Otro gen supresor de tumores importante es el Rb, que ejerce su efecto
durante la primera parte de la fase G4 del ciclo celular. La proteina Rb se une al
factor de transcripciéon E2F. Este complejo tiene la funcién de activar diversos
genes indispensables para el inicio de la fase S, por lo que su secuestro por
parte de Rb garantiza que la fase S no pueda iniciarse. Ademas, el complejo
Rb/E2F reprime la transcripcion de otros genes también importantes para el
inicio de la fase S. Cuando la célula llega al punto de restricciéon de Gy, y
detecta que todo sigue un curso normal, se produce la fosforilacion de Rb por
una quinasa dependiente de ciclina que causa la liberacién del factor E2F por
parte de Rb, activandose entonces los principales genes de la fase S (Shan et
al., 1994). La disfuncion de este gen es uno de los hallazgos mas comunes
tanto en lineas celulares tumorales como en tumores clinicos (Goodrich y Lee,
1993).

Otros genes supresores de tumores importantes son BRCA1 y BRCA2
(Ishikawa et al., 2004). El primero se relaciona con la aparicion temprana de
cancer de mama (Hall et al., 1990), existiendo multiples localizaciones de
mutacion que originan proteinas truncadas o ausentes. El BRCAZ2 se relaciona

con el cancer mamario familiar (Wooster et al., 1995).
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1.4. GENES REPARADORES DEL ADN

Estos genes codifican proteinas cuya funciéon normal es la de corregir
errores que surgen cuando las células duplican su ADN antes de dividirse.
Como mencionamos anteriormente, las mutaciones en los genes reparadores
del ADN pueden conducir al fracaso en la reparacion del ADN, lo cual a su vez
permite que mutaciones subsecuentes se acumulen, pudiendo desencadenarse

procesos cancerosos.

Las mutaciones detectadas en estos tipos de genes son delecciones,
inserciones, mutaciones puntuales, y también hipermetilaciones. Normalmente,
es necesaria la inactivacion de las dos copias del gen para que se origine el
cancer. No obstante, existen estudios que muestran que un pequefio numero
de mutaciones germinales causan deficiencias en la reparacion sin necesidad
de un segundo evento mutacional (Parsons et al., 1995), sugiriendo la

existencia de alelos dominantes.

Existen multiples relaciones entre mutaciones en los diferentes genes de
reparacion del ADN vy distintos tipos de cancer (Sarasin, 2003). Asi, la
afectacion de los genes XPA y XPD es responsable de la acumulacion
temprana de mutaciones en células de la piel de los individuos con xeroderma
pigmentosa (Magnaldo, 2004; Bacarelli et al., 2004). Los genes MLH1, MSHZ2 y
MSHG6 se relacionan con el cancer colorrectal hereditario no polipdsico
(Plaschke et al., 2004), el gen RAD54 con el adenocarcinoma de colon (Tan et
al., 1999), el gen PMSZ2 con el sindrome de Turcot con glioblastoma

(Richardson et al., 2000), y asi una larga lista (Ronen y Glickman, 2001).

1.5. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER

El 5-10% de los canceres tienen un claro componente hereditario, y se
manifiestan con un patron compatible con una segregacion mendeliana. En
este tipo de cancer lo que se transmite a la descendencia no es el cancer
propiamente dicho, sino un aumento en el riesgo de desarrollar la enfermedad

(Ponder, 1997). Esta susceptibilidad genética al desarrollo del cancer suele

11
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heredarse como un rasgo dominante a nivel del individuo. Sin embargo, las
alteraciones genéticas que confieren esta predisposicion son casi siempre de
caracter recesivo, manteniéndose el funcionamiento correcto mientras persista

una copia normal del gen supresor de tumores.

El cancer hereditario suele aparecer a una edad mas temprana que el
esporadico, y el riesgo de desarrollarlo esta relacionado con el grado de
parentesco. En los individuos predispuestos es frecuente la presencia de
tumores de localizacion multifocal, el desarrollo bilateral de la enfermedad vy la
asociacion de multiples neoplasias. Las neoplasias que afectan a los miembros
de una misma familia suelen ser de un tipo concreto, pero también pueden

encontrarse otros tumores o incluso una agrupacion de distintas neoplasias.

Los estudios dirigidos a caracterizar los genes implicados en los
sindromes de cancer familiar, han proporcionado numerosas pruebas que
apuntan a la inactivacion de los genes supresores de tumores, siendo raras las
alteraciones que activen oncogenes en la linea germinal. Es probable que el
caracter dominante de las lesiones en los oncogenes tenga efectos letales e

impida subsistir aquellos fetos que hereden una mutacion de este tipo.

2. ESTRUCTURA Y BIOLOGIA DEL TEJIDO MAMARIO

2.1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA MAMA

Las mamas son unos 6rganos pares que en los humanos se encuentran
en el térax dentro de la region pectoral, entre la piel y la cara anterior del
musculo pectoral mayor, apoyandose en su mayor parte sobre éste y, en una
pequefa zona de su porcidn externa, en el musculo serrato mayor (figura 1)
(Ruiz, 1993; Russo y Russo, 2000).

La mama, completamente desarrollada, tiene forma de un segmento de
esfera, con su parte plana adaptada a la pared toracica a ambos lados de la
region esternal; ocupando, en sentido longitudinal, desde la segunda a la sexta

costilla y lateralmente hasta la linea axilar media, estando separadas entre si
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mediante un surco. La zona mas prominente de la mama esta constituida por el
pezén y la areola. El primero es una prominencia de aspecto papilar o
cilindrico, de superficie rugosa y con pequefias depresiones en su vértice que
constituyen la desembocadura de los conductos galactéforos. La areola, en
cuyo centro se encuentra el pezdén, estd recubierta por una piel fina vy
pigmentada de forma anular, de tres a cinco centimetros de diametro, y a su
alrededor asientan glandulas sebaceas, sudoriparas y alguna mamaria
rudimentaria (Ruiz, 1993; Lester et al., 1999; Fernandez et al., 2000). La forma
global de la mama, su volumen, dimension y el aspecto del pezén y areola
pueden variar sensiblemente de acuerdo a factores genéticos, estado

nutricional y funcional o patologico del sujeto (Garcia, 2002).

La mama es un o6rgano que requiere de un periodo mas prolongado para
completar su desarrollo organico y maduracion funcional, la cual se consigue
en el momento de la lactancia. Ademas, en la mujer sufre diferentes
modificaciones durante los diferentes periodos de la vida: nacimiento, pubertad,
madurez, embarazo, lactancia y menopausia. En el varén la glandula mamaria,

carente de los estimulos biolégicos, queda relegado a un 6rgano rudimentario.

Histolégicamente, la mama es una glandula exocrina compuesta
tubuloalveolar, de secrecion apocrina y capacidad de responder a estimulos
hormonales, con la funcién especializada de nutrir al recién nacido. Al corte y
de dentro hacia fuera, esta formada por tres componentes: el tejido glandular o
glandula mamaria propiamente dicha, un revestimiento de tejido conjuntivo

adiposo y la envoltura cutanea.

En la mama adulta, la mayor parte de la masa mamaria esta constituida
por tejido fibroadiposo, pero su unidad funcional esta formada por unos 15 a 25
l6bulos que forman la glandula. Estos I6bulos estan separados unos de otros
por tejido conjuntivo y adiposo, y cada uno de ellos forma una unidad auténoma
llamada Iébulo mamario. Cada uno de estos lobulos esta formado por un
sistema de lobulillos y ductos que desembocan en el pezdn por un mismo
conducto colector. Los conductos mamarios reciben nombres diferentes en sus

distintas partes, reconociéndose asi, desde el pezdn y en sentido distal al
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mismo para cada lobulo, el conducto colector, el seno galactéforo, el conducto
galactéforo, los ductos mayores y las unidades terminales ductales, que
constituyen los lobulillos mamarios (figura 2) (Romrell y Bland, 2000; Marquez y
Ordi, 2003).
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FIGURA 2. GLANDULA MAMARIA
(Netter, 2003)
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Los lobulillos estan separados unos de otros por un tejido conjuntivo
laxo, rico en células y vasos, mientras que cada I6bulo esta separado de los

otros por tejido conectivo denso que posee gran cantidad de células adiposas.

La piel que recubre la superficie de la mama, salvo en la zona areolar y
en el pezodn, esta formada por tejido cutaneo con epidermis, epitelio plano
poliestratificado queratinizado y la dermis (papilar y reticular), que descansan
sobre un tejido conjuntivo denso e irregular con vasos y nervios. A nivel de la
areola, la piel es mas delgada, pigmentada y descansa sobre un sustrato de
fibrocélulas musculares lisas en disposicion circular y radial llamado musculo
areolar de Sappey. La contraccion de este musculo produce la ereccion del
pezon y favorece el vaciamiento de los senos galactéforos durante la lactancia.
A nivel del pezon la piel también es muy delgada con numerosas papilas, no
tiene foliculos pilosos ni glandulas sudoriparas, sélo sebaceas. Las fibras

musculares son radiales y constituyen el musculo papilar (Garcia, 2002).

2.2. DESARROLLO Y MODIFICACIONES DE LA MAMA

La diferenciacion mamaria completa es un proceso gradual que tarda
muchos afios y se puede asumir que en las mujeres que nunca tienen un

embarazo nunca llegan a completarla (Russo y Russo, 2000).

A lo largo de la vida, mediado por factores hormonales, la mama sufre
importantes variaciones. Para su desarrollo las hormonas mas importantes son
los estrogenos, que promueven el crecimiento y el desarrollo del sistema
ductal, la progesterona, que estimula el crecimiento lobulillar, y la prolactina,
necesaria para ambos procesos (Marquez y Ordi, 2003). También se requiere
insulina, cortisol, tiroxina, y hormona de crecimiento para la diferenciacién

completa de la glandula.

En las nifas, en respuesta al incremento de los niveles de estrégenos,
se produce un aumento de tamano y pigmentacién de la areola, y la formacion
de una masa de tejido mamario justo por debajo de ella. Esto es debido al

crecimiento y ramificacién del sistema ductal y lobulillar, con proliferacién del
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estroma periductal.

Durante la pubertad, mediado por la prolactina y parcialmente por la
hormona del crecimiento (GH), hormona adrenocorticotropa (ACTH) y hormona
estimulante del tiroides (TSH), tiene lugar un crecimiento alométrico. Ademas,
se produce el desarrollo de las yemas mamarias, relacionado con el aumento
de estrogenos y del factor semejante a la insulina tipo | (IGF-I). Los estrogenos
también estimulan la proliferacion del epitelio ductal, células mioepiteliales y
células del estroma. La progesterona junto a los estrégenos inicia la formacién

de los componentes secretores acinares en la porcion mas distal de los ductos.

Con la menarquia, el incremento ciclico de estrogenos y progesterona
produce un desarrollo ductal adicional con la formacién definitiva de los I6bulos.
Ambas hormonas estimulan la proliferacion del tejido conectivo que reemplaza
al tejido adiposo. Los esteroides ovaricos también estimulan la proliferacién del
tejido adiposo, produciendo el aumento proporcional y la pigmentacion de la
areola y el pezén (Rosenbloom, 2000; Larrad, 2002). Durante el ciclo menstrual
la mama aumenta de volumen durante la fase lutea y, en el periodo
premenstrual tiene lugar un aumento de densidad, nodularidad y sensibilidad
(Larrad, 2002).

Durante el embarazo, la mama sufre un dramatico incremento de
tamano, caracterizado por una marcada ramificacion de los ductos y
diferenciacién de las yemas terminales para formar los alvéolos que se agrupan
constituyendo los lobulos. Se produce, ademas, un cumulo progresivo de
material de secrecion y una atenuacion de la capa de células mioepiteliales.
Hacia el final del embarazo, se aprecian vacuolas secretoras en las células

epiteliales, aunque la lactacion no se produce hasta después del parto.

En la mama lactante se observa distensién de los acinos, atenuacion de
la capa de células mioepiteliales, presencia de vacuolizacién de las células
epiteliales y secrecion luminal. Este proceso de mamogénesis es dependiente
de una serie de interacciones hormonales (Larrad, 2002; Lombardia vy
Fernandez, 2002; Santonja y Sanz, 2003).
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Los cambios lactacionales inician su regresion de siete a diez dias tras
finalizar la estimulacién del pezén, pero la mama no vuelve a adoptar por
completo sus caracteristicas de reposo hasta que no han transcurrido tres o
cuatro meses (Lester et al., 1999; Marquez y Ordi, 2003).

Tras la menopausia, la disminucion de la secrecion ovarica de
estrogenos y progesterona, produce un proceso de involucion de los elementos
parenquimatosos de la mama. Se observa una disminucion del numero de
acinos y atrofia y atenuacién de las células epiteliales, engrosamiento de la
membrana basal y transformacion del estroma periductal en un tejido denso
(Larrad, 2002; Marquez y Ordi, 2003).

3. ESTRUCTURA Y BIOLOGIA DEL EPITELIO INTESTINAL

3.1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO

El aparato digestivo se compone del tubo digestivo (boca, faringe,
eso6fago, estomago e intestino delgado y grueso) y de un conjunto de
estructuras anexas (lengua, dientes, glandulas salivales, pancreas, higado y
vesicula biliar). Su funcién principal es la de degradar y absorber los alimentos

ingeridos.

Cada parte del aparato digestivo esta especializada en una mision. Asi,
la pared gastrointestinal tiene una doble funcionalidad. Por un lado, a través de
ella se realiza la mayor parte de la absorcidén de los productos de la digestion, y
por otro lado, tiene una funcién inmunoldgica, al constituir una barrera entre el
medio externo e interno, separando este ultimo de un amplio espectro de
sustancias nocivas e inmunogénicas presentes en la luz del tubo. El deterioro
de esta barrera supone la entrada y absorcion de componentes que crean un
desequilibrio en la homeostasis del individuo dando lugar a diversas

enfermedades (Dignass, 2001).

El intestino delgado, con mas de 6 metros en humanos, es la parte mas

larga del aparato digestivo, y se extiende en asas desde el piloro hasta su
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desembocadura en el ciego (valvula ileocecal). Anatdmicamente se divide en
tres partes (Martin y Soto, 1994):

- Duodeno: mide unos 25 cm. de largo y esta dispuesto en forma de “C”.
En la porcién inicial aparecen las glandulas de Brunner, cuya secrecion alcalina
protege a la mucosa de la acidez del quimo. En la segunda porcion aparecen la
caruncula duodenal mayor, donde se abre la ampolla de Vater, desembocadura
conjunta del conducto pancreatico de Wirsung y colédoco, y caruncula

duodenal menor, donde desemboca el conducto pancreatico de Santorini.

- Yeyuno: comienza en el angulo duodenoyeyunal para desembocar en

el ileon. Es de unos 2’5 metros de largo.

- lleon: de unos 3°5 metros, termina en la valvula ileocecal, limite con el

intestino grueso.

La pared del intestino delgado esta constituida por cuatro capas, que

desde la luz hacia fuera son:

- Mucosa: constituida por un epitelio de revestimiento que subyace en
tejido conjuntivo (lamina propia) y una capa de musculos liso (muscular de la

mucosa). En el epitelio encontramos hasta cinco tipos celulares diferentes:

e Enterocitos: son las células mas abundantes del epitelio intestinal.

Tienen forma cilindrica y realizan la funcion de absorcion.

e Células Caliciformes: su mision es la de formar una capa de moco

que protege Yy lubrica la mucosa (Wright, 2000).

e Células de Paneth: su mision principal es la defensa de la mucosa
del intestino delgado al secretar péptidos y enzimas
antimicrobianas como criptidinas, defensinas y lisozimas. Ademas,
intervienen en la regulacion de la composicién idnica luminal, en la

inflamacion intestinal y en la digestion (Porter et al., 2002).
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e Células enteroendocrinas: producen y secretan las hormonas
serotonina, sustancia P y secretina de manera endocrina y

paracrina (Lee y Kaestner, 2004).

e Células M: se encuentran en la lamina propia del ileon y actuan
presentando microorganismos y antigenos que son captados en el
lumen intestinal a los linfocitos, permitiendo una respuesta

inmunoldgica (Man et al., 2004).

La lamina propia no solo representa el entramado que sustenta el
epitelio intestinal, sino que ademas regula diferentes aspectos de su
funcionalidad (Leedham et al., 2005). Esta formada por diferentes tipos
celulares: fibroblastos, fibrocitos, endotelio vascular, células musculares lisas,
varios tipos celulares sanguineos y miofibroblastos subepiteliales intestinales
que secretan diferentes factores de crecimiento, esenciales para la proliferacion

y diferenciacion celular.

- Submucosa: es una capa de tejido conjuntivo denso.

- Muscular: formada por una capa interna de células musculares lisas

dispuestas circularmente, y una capa externa longitudinal.

- Serosa: es una membrana que consiste en un epitelio simple plano

(mesotelio) y una pequena cantidad de tejido conjuntivo (Ross et al., 2005).

En el intestino delgado existen, tanto en las células que tapizan la
mucosa, como en la propia mucosa y submucosa, diferentes especializaciones
encaminadas a aumentar su superficie. Asi, encontramos las vellosidades
intestinales que son en evaginaciones digitiformes de la mucosa proyectadas
hacia la luz del intestino, pudiendo alcanzar hasta 1 mm de longitud, que
consiguen incrementar por diez la superficie de absorcion. También existen los
llamados pliegues circulares, que son dobleces de la mucosa y submucosa
extendidos perpendicularmente al eje del tubo intestinal, y multiplican por tres

la superficie de absorcion. Los enterocitos también presentan diferenciaciones
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llamadas microvellosidades apicales, unas 2000-3000 por célula, que en
conjunto se denomina borde o chapa estriada y son capaces de multiplicar por
veinte la superficie de absorcion (Junqueira y Carneiro, 1996; Garcia-Porrero y
Hurlé, 2005).

3.2. RENOVACION CELULAR DEL EPITELIO INTESTINAL

Entre los puntos de insercion de las vellosidades se ven orificios donde
desembocan glandulas intestinales denominadas glandulas o criptas de
Lieberkihn. Son estructuras tubulares, que se extienden a través del espesor
de la lamina propia y en ellas se lleva a cabo un proceso dinamico celular que

posibilita la renovacion del epitelio intestinal adulto.

Existen células madre multipotentes localizadas en la base de la cripta
intestinal, capaces de dar origen a todos los tipos celulares que componen el
epitelio (Clatworthy y Subramanian, 2001). Hay entre una y seis células madre
por cripta, que tras duplicarse, originan una poblacion de células progenitoras
que siguen dividiéndose conforme migran hacia el lumen intestinal. A lo largo
de la migracién se va produciendo la diferenciacion celular, que adquiere su
grado maximo al alcanzar la region apical de la vellosidad, donde las células
son finalmente descamadas (Sancho et al., 2003). Las células progenitoras se
diferencian hacia enterocitos, células caliciformes o enteroendocrinas, mientras

que las células de Paneth lo hacen en la base de la cripta (figura 3).
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FIGURA 3. ESQUEMA DE LA MUCOSA Y DINAMICA EPITELIAL DEL INTESTINO DELGADO
(Modificado de Sancho et al., 2004)

La homeostasis epitelial intestinal

se produce por tres procesos

complementarios. Primero, la produccién de células es compensada por la

descamacion que se produce en el apice de la vellosidad. Segundo, la lamina

de células epiteliales describe un movimiento continuo en sentido ascendente,
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respecto al eje establecido entre la cripta y la vellosidad, exceptuando las
células madre y las de Paneth, que localizadas en la base de la cripta, no
sufren ese proceso de migracion ascendente. Tercero, la capacidad
proliferativa no es propia de un determinado grupo de células, sino de una
determinada localizacion en la cripta intestinal, que se corresponde con el nicho
ocupado por las células madre multipotentes. Es probable que este nicho esté
constituido por células mesenquimaticas y por factores de la matriz extracelular
que proporcionan el microambiente adecuado para la actividad de las células
alli situadas (Sancho et al., 2004).

Factores como Math1 y Hes1, tienen un papel fundamental en la
diferenciacion de las células madre hacia los cuatro linajes celulares presentes
en el epitelio intestinal adulto. Asi, la expresién de Hes1 inhibe a Math1,
dirigiendo la diferenciacion hacia enterocitos. Por el contrario, la ausencia de
Hes1 incrementa la expresion de Math1, y la célula progenitora queda
comprometida en la linea secretora. Ademas, el factor de transcripcion
BETA2/NeuroD, se ha relacionado con la diferenciacion enteroendocrina
(Schonhoff et al., 2004), y el factor Rac1, miembro de la familia Rho de
proteinas de union al GTP, participa en la diferenciaciéon hacia células de

Paneth y linaje enterocitico (Stappenbeck y Gordon, 2000).

Entre los mecanismos moleculares que controlan el desarrollo
gastrointestinal y la renovacion del epitelio intestinal, intervienen las rutas de
sefalizacion Wnt/R-catenina y la Notch/Delta, a través de los factores de
transcripcion Hes1 y Math1, asi como otro tipo de moléculas: el complejo
proteico supresor de tumores -poliposis adenomatosa de colon (APC), factor de
células T (Tcf-4), factor de transcripcion de la familia helix/forkhead (Fkh-6),
E2f4, Cdx-1, Cdx-2, Nkx2-3, molécula de sefializacion Indian Hedgehog (lhh),
molécula de senalizacion Sonic Hedgehog (Shh), proteina morfogénica de
hueso (BMP), factor nuclear hepatocitario alpha (HNF1), proteina quinasa
activada por mitégeno (p38 MAPK), activina, factor de crecimiento epidérmico
(EGF), insulina, factor de crecimiento similar a la insulina | y Il (IGF-I e IGF-II),
factor de crecimiento transformador (TGF-B1), péptido similar a glucagon-2
(GLP-2), gastrina e integrina p4 (Brittan y Wright, 2002; Sancho et al., 2003;
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Wang et al., 2003; Leedham y Brittan, 2005; Madison et al., 2005; Walters,
2005).

Las proteinas Wnt actuan sobre las células diana produciendo inhibicion
de la degradacion del regulador transcripcional p-catenina. En el nucleo celular,
la acumulacién del mismo interacciona con diversos factores de transcripcion,
como el factor de células T/ factor intensificador linfocitario (TCF/LEF),
afectando finalmente a la transcripcion de diferentes genes (Logan y Nusse,
2004). Se ha observado en ratones transgénicos que expresan el inhibidor de
la ruta Wnt, Dickkopf-1 (ddk-1) (Glinka et al., 1998), reduccién de la
proliferacion epitelial intestinal, pérdida de las criptas y ausencia mayoritaria de

células secretoras (Pinto et al., 2003).

El Tcf-4, miembro de la familia de factores TCF/LEF, es necesario para
el mantenimiento de las células madre de la cripta y de la actividad proliferativa
(Korinek et al., 1998; van de Wetering et al., 2002). Factores como Cdx-1 vy
Cdx-2 actuan en el control de las caracteristicas morfolégicas propias de cada
zona del epitelio intestinal (Brittan y Wright, 2002) y también parecen intervenir
en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de las células madre de las
criptas. Ademas, las proteinas quinasas p38 participan en el proceso de
diferenciaciéon, como elementos reguladores de la funcién de Cdx-2 (Houde et
al., 2001).

La activina, miembro de la familia TGF-, contribuye a mantener la
homeostasis del epitelio al actuar en la regulacion de la diferenciacion celular
(Sonoyama et al., 2000). La IGF-I estimula la proliferacion y la migracién de las
células epiteliales (Kojima et al., 1998; Chen et al., 1999); por el contrario, la
IGF-1l e insulina estdan mas relacionadas con la diferenciacion (Jehle et al.,
1999; Georgiev et al., 2003). EI EGF, interviene en la reorganizacién del
citoesqueleto celular necesario para la diferenciacion y reparacion del epitelio
intestinal (McCormack et al., 1998).

La gastrina y GLP-2 se han mostrado como potentes agentes inductores

de la proliferaciéon, migracion y diferenciacion de las células epiteliales
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intestinales (Wang et al., 2003; Jasleen et al., 2002). Muchas citoquinas como
la interleucina-2 (IL-2) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) dan lugar
a diferentes sefales de diferenciacion, actuando en conjuncion con contactos

intercelulares y de célula con la matriz extracelular (Burgess, 1998).

3.3. CARACTERIZACION DE LA DIFERENCIACION ENTEROCITICA

Los enterocitos muestran un patrén de organizacion en la localizacion de
sus organulos. Asi, en la mitad inferior nos encontramos un nucleo celular
ovalado, y encima de éste sacos y vesiculas del aparato de Golgi. Las
mitocondrias se acumulan en la region apical vy el reticulo endoplasmatico
queda distribuido por el resto del citoplasma. En la parte superior, se
encuentran las microvellosidades constituyendo la chapa estriada, cubierta por
una red fibrilar de caracter glucidico denominada glicocalix. Existen multiples

uniones intercelulares del tipo uniones estrechas y desmosomas.

El proceso de diferenciacidon del epitelio intestinal puede ser
caracterizado mediante la determinacién de la capacidad para desarrollar el
transporte de diferentes sustratos, el seguimiento en los cambios de expresion
y/o actividad de enzimas y proteinas especificas, estudio de los cambios
morfolégicos estructurales y ultraestructurales y la deteccion de la secreccion

de moléculas especificas (Ametani et al., 1996).

Entre los marcadores especificos de células enterociticas maduras se
encuentra la fosfatasa alcalina, disacaridasas, peptidasas, gamma-
glutamiltransferasa, transportador de glucosa de pendientes de sodio (SGLT 1),
transportadores de fructosa como Glut 2 y Glut5, antigeno 104K, 5-
nucleosidasa, villina, Fabpi/FabpL, apolipoproteina B, anexina y otros (Carroll
et al., 1988; Massey-Harroche, 2000; Sancho et al., 2004). Ademas, la
maduracién de los enterocitos lleva implicito la pérdida de otros marcadores,
tal como Ki67, inhibidor de quinasa dependiente de ciclinas (p21) y el marcador
especifico de granulos de secreccion MIM-1/39, que son expresados

exclusivamente por las células de la cripta intestinal.
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La fosfatasa alcalina es una enzima dimérica que cataliza la hidrdlisis de
ésteres monofosfato a pH alcalino, liberando fosfato inorganico. En humanos,
se conocen cuatro isoenzimas, una no especifica de tejido que se expresa en
una amplia variedad de tejidos como higado, hueso y rifiones (Calhau et al.,
2000), y tres especificas de tejido, que reciben el nombre en funcién del érgano
en el que son mas abundantes, intestinal, placental y de las células germinales
(Le Du y Millan, 2002). A nivel intestinal, se localiza en la membrana de las
microvellosidades, fijada a la superficie a través de un anclaje fosfatidilinositol-
glicosilado (GPI) (Wong y Low, 1992). A diferencia de otras especies, en la
mucosa intestinal de las ratas se han encontrado dos ARNm con masas
moleculares de 68 y 90kD respectivamente, que codifican dos isoformas de
fosfatasa alcalina intestinal, rlAP-I y rlAP-Il, con un 79% de homologia (Engle y
Alpers, 1992; Grewal y Mahmood, 2004). La isoforma rlAP-Il, se caracteriza
por encontrarse exclusivamente en la mucosa duodenal, por lo que parece ser
la responsable, de las diferentes propiedades cinéticas y de sensibilidad a
drogas de la fosfatasa alcalina, entre el duodeno y yeyuno de rata (Calhau et
al., 2000).

Las disacaridasas, son enzimas encargadas del paso final en la
digestion de los hidratos de carbono. La determinacion de las actividades
enzimaticas maltasa, sacarasa, y lactasa son frecuentemente utilizadas como
marcador en estudios de diferenciacion epitelial intestinal (He et al., 1993; Sato
et al., 1999; Fan et al., 2001). En el intestino grueso, el complejo sacarasa-
isomaltasa tiene caracteristicas inmunoldgicas diferentes a las presentadas en
el intestino delgado, lo que sugiere diferencias en la estructura de ambas

proteinas (Beaulieu et al., 1990).

La villina forma parte del grupo de proteinas asociadas a actina
moduladas por calcio (Pringault et al., 1991). El corazén de las
microvellosidades esta ocupado por filamentos paralelos de actina, que se
disponen desde el apice de la vellosidad hasta la superficie celular. En el tracto
digestivo y urinario, la villina se asocia a estos filamentos con gran afinidad a
través de tres diferentes sitios, dos dependientes de calcio y otro

independiente, realizando una funcion de mantenimiento de la morfologia
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caracteristica de la superficie de las células. La expresion de villina incrementa
en los enterocitos desde la cripta hasta el extremo superior de la vellosidad
(Wang et al., 2003).

La reprogramacion genética que tiene lugar durante el proceso de
diferenciacion del epitelio a lo largo del eje cripta-vellosidad del intestino
delgado de raton, implica a un total de 1113 genes entre los que aparecen
marcadores de diferenciacion enterocitico, genes relacionados con el control de
las fases del ciclo celular, procesado del ARN, citoesqueleto y captacion de
lipidos (Mariadason et al., 2005).

4. CANCER DE MAMA

4.1. DEFINICION

El cancer de mama es una neoplasia, que se presenta con mayor
frecuencia en los tumores de estirpe epitelial (en el epitelio ductal en un 70-
80% de los casos y en el lobulillar en un 5-10%), aunque cualquiera de los
tejidos que componen la mama puede albergar un cancer. Es la primera causa
de muerte por neoplasia entre las mujeres de paises industrializados vy
representa cerca del 25% de las muertes no accidentales de mujeres con
edades comprendidas entre los 35 y 54 afios (Ursin y cols, 1994). La frecuencia
de cancer de mama aumenta con la edad hasta la menopausia vy
posteriormente continla elevandose pero a menor velocidad (Guinee, 2000;
Zamora et al., 2001; Falcén y Falcon, 2002; Xercavins et al., 2003).

Desde el punto de vista biolégico, el cancer de mama es una
enfermedad altamente heterogénea lo cual, a su vez, se correlaciona con las
distintas formas histopatolégicas, los diversos grados de velocidad de
crecimiento, las variaciones en la capacidad de dar metastasis, las distintas
respuestas a terapias hormonales, etc. Todas estas variaciones son un reflejo

de las diversas modificaciones a nivel genémico que han ocurrido durante el
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proceso de transformacion tumoral: alteraciones recesivas de genes
supresores de tumores, con pérdida de sus funciones inhibidoras, vy
alteraciones dominantes en oncogenes, que habitualmente tienen como

resultado una ganancia de sus funciones estimuladoras (Ciocca y Gago, 2000).

Las alteraciones genéticas, a su vez, pueden ser heredadas como
mutaciones de la linea germinal o como mutaciones somaticas adquiridas.
Estas ultimas podrian ocurrir como resultado de la exposicion a carcindgenos
ambientales, ya sean fisicos (ej. radiaciones ionizantes excesivas), quimicos
(ej. hidrocarbonos policiclicos, nitrosoureas) y/o bioldgicos (ej. virus) (Martinez,
1995; Russo y Russo, 2000).

Existen una serie de factores que pueden aumentar o disminuir el riesgo
de cancer de mama, aunque un factor de riesgo no es suficiente para que

aparezca este tumor ni es equivalente a un factor causal.

Existen dos grandes grupos de factores intimamente relacionados. Por
un lado estan los factores hormonales y por otro se encuentran los factores
ambientales entre los que se incluyen aspectos como la dieta, xenoestrégenos,
o los habitos toxicos, que van a influir en el riesgo de padecer cancer de mama
a través de las modificaciones que ejercen en el perfil hormonal. Otro factor
importante, aunque poco significativo desde el punto de vista estrictamente
numérico, es el factor genético y familiar, ya que nos puede ayudar a
comprender algunos mecanismos del desarrollo tumoral. También se pueden
considerar factores de riesgo la patologia mamaria benigna y los antecedentes

personales de cancer.

4.2. DIAGNOSTICO

La principal posibilidad de alterar la evolucion natural del cancer de
mama, es conseguir un diagndstico temprano, en estadios precoces, cuando el

pronostico de curacion es excelente. Las tres pruebas de cribado mas
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importantes para la deteccion precoz del cancer de mama son: la
autoexploracion mamaria, el examen clinico y la mamografia (Lopez vy
Rodriguez, 2002). La mamografia es el método de cribado mas efectivo para la
deteccidon de lesiones no palpables y canceres de mama minimos, pero no es
efectiva al 100% (Cristébal y Quevedo, 1998).

La ecografia es un método de diagndstico complementario
especialmente util en el diagnostico y estudio de las lesiones quisticas. La
resonancia magnética es la mas prometedora de las nuevas técnicas
diagndsticas aplicadas al estudio de la mama ya que permite la estadificacion
de lesiones mal definidas mediante la mamografia o la ecografia, asi como
para la busqueda de tumores ocultos en pacientes en las que se sospecha de
cancer de mama. Actualmente existen otras técnicas en estudio y desarrollo:
interpretacion mamografica por ordenador, telemamografia, y mamografia
digital donde se sustituye la placa radiografica por una imagen digital que

puede ser manipulada para aumentar asi su sensibilidad (Zamora et al., 2001).

Una vez establecido el diagnéstico de sospecha por pruebas clinicas y/o
de imagen, se ha de confirmar dicho diagnéstico mediante citologia y/o biopsia.
Tras confirmar la naturaleza neoplasica de la lesion, ha de realizarse un estudio
de extension para determinar si existe enfermedad a distancia y, en funcion del
estadio de la enfermedad, se decidira la estrategia terapéutica adecuada en

cada caso.

La mayoria de los canceres de mama son neoplasias epiteliales puras,
es decir carcinomas, y se suelen originar en la unidad ducto-lobulillar terminal.
Al proceder de una glandula, se denominan mas adecuadamente
adenocarcinomas. Existen otros tipos tumorales malignos que no son
epiteliales puros como el tumor filoides maligno (mixto epitelial y mesenquimal),
0 son no epiteliales y muy poco frecuentes como: sarcomas, linfomas, tumores
cutaneos, tumor de células granulares, y los tumores metastasicos en la mama.
Siguiendo la clasificacion histolégica de la OMS (1981), de los tumores

mamarios malignos, podemos dividir a los tumores epiteliales en:
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- In situ:

* Ductal (CDIS): se caracterizan por una proliferacién epitelial que
no sobrepasa el limite de la membrana basal, con mitosis mas
numerosas que en las hiperplasias atipicas, y donde es muy
caracteristico el solapamiento nuclear. Se han descrito cinco subtipos

de CDIS: comedoniano, sdlido, cribiforme, papilar y micropapilar.

* Lobulillar (CLIS): existe una proliferacion epitelial de células
pequeias que no sobrepasan la membrana basal, y que van a rellenar
ductos terminales y ductulos, cuyo volumen suele ser mayor que el de

los no afectados.

- Microinvasores: presencia de invasion focal por células mioepiteliales

alrededor de las sospechosas.

- Invasores:

* Ductal: la invasion de los tejidos normales adyacentes es por
células epiteliales propias de los conductos mamarios. La mayor parte de la
masa tumoral no posee rasgos especiales, excepto tendencia variable a formar
estructuras glanduloides y mostrar signos de secrecion. Existen dos tipos de
carcinomas ductales invasores: inespecificos y especiales como el tubular,
medular, mucinoso, metaplasico, epidermoide, papilar, apocrino, con células

gigantes osteoclastoides y con diferenciacion endocrina.

* Lobulillar: Se suele diferenciar del ductal, por las caracteristicas

de sus células y su patron de invasion.

¢ Combinados ductal-lobulillar.

* Inusuales: Tienen una presentacion clinica inusual, como el ductal
invasor asociado con enfermedad de Paget mamaria, inflamatorio, oculto con

metastasis ganglionar en tejido mamario ectopico.
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4.3. PRONOSTICO

Factor prondstico se define como una medida biolégica o clinica que
estd asociada con supervivencia global o periodo libre de enfermedad en la
ausencia de terapia adyuvante sistémica, y que es capaz de proporcionar en el
momento del diagnodstico informacién importante sobre el curso clinico del
proceso. Un factor predictivo es una medida asociada con respuesta o carencia
de respuesta a una terapia particular permitiendo seleccionar a los pacientes
para un tratamiento adecuado. En el cancer de mama no existe ningun
marcador especifico, por lo que se han estudiado un gran numero de
parametros con el fin de establecer un prondstico que pueda indicar una
terapéutica eficaz y predecir la supervivencia. Existen una serie de factores

prondstico que podemos dividir en:

- Factores prondéstico clinicopatologicos:

e Tamano tumoral.

* Numero de ganglios axilares positivos.

» Grado de invasion linfatica y vascular.

* Angiogénesis: existe un prondstico mas desfavorable en

pacientes con tumores asociados con actividad angiogénica elevada.

* Edad y estado hormonal: es un factor negativo en mujeres de

corta edad y en mujeres embarazadas o premenopausicas (Winer et al., 2001).
- Factores prondstico moleculares:

* Hormonodependencia: los factores prondstico moleculares

mas importantes son la presencia o ausencia de receptores de estrogenos (RE)

y receptores de progesterona (RP) en el tumor. El estado del RE es una

medida de capacidad proliferativa y del potencial metastasico, ademas de ser
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un factor predictivo para terapia hormonal y también prondstico (Russo y
Russo, 2000). La positividad para RE y RP es indicadora de tumores menos

agresivos y de mejor pronostico (Styblo y Wood, 2000).

* Crecimiento del tumor: a mayor proliferacion mayor
agresividad. Se incluyen métodos directos de medida como el indice de
marcacion con timidina tritiada, que indica el porcentaje de células que estan
sintetizando ADN o en fase S, y, el grado de ploidia obtenido por citometria de
flup. Como métodos indirectos se utilizan la deteccion mediante
inmunohistoquimica de ciertas proteinas que se expresan durante fases
especificas del ciclo celular, como el antigeno nuclear de proliferacion celular
(PCNA) y el Ki67 (Lopez y Roldan, 2002).

* Oncogenes/factores de crecimiento: en general, cualquier
alteracion de un proto-oncogen en un tumor maligno indica mayor agresividad y
peor prondstico. En la actualidad estan en estudio otros factores como el factor
de crecimiento insulinico (IGF), su receptor (IGF-r) y el factor de crecimiento

transformante (TGFa).

La expresion del factor de crecimiento epidérmico Erb-B1 y sus
receptores se asocia con un pronostico desfavorable y resistencia hormonal en
pacientes con ganglios linfaticos positivos y negativos (Holbro et al., 2003). Erb-
B2 (oncoproteina HER-2/neu), se encuentra sobreexpresada en un 20% de los
casos y se asocia con un pronoéstico desfavorable, menor tiempo libre de
enfermedad y menor tasa de supervivencia (Hamilton y Piccart, 2000; Lohrisch
y Piccart, 2001; Wang y Hung, 2001). La sobreexpresion de c-myc contribuye al
desarrollo de cancer de mama y se asocia con una reduccion de la

supervivencia libre de enfermedad y de la supervivencia global.

* Antioncogenes: los antioncogenes codifican proteinas, que por

distintos mecanismos actuan frenando la proliferacion celular.
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Dos de los mas importantes son el retinoblastoma (Rb) y el p53. La
alteracion del funcionamiento de pRb, es uno de los hallazgos mas comunes en
todas las lineas celulares tumorales y en los tumores clinicos (Rodriguez y
Rodriguez, 2000).

El p53 mutado e inactivado esta presente en aproximadamente el 50%
de las lesiones invasoras de mama, siendo relacionado con mal prondstico
incluso en pacientes con ganglios negativos. Por el contrario, su nivel de
expresion es elevado en lesiones cancerosas preinvasoras, indicando que este
antioncogen se inactiva en las etapas tempranas de la oncogénesis mamaria.
En pacientes con cancer de mama se han encontrado anticuerpos anti-p53 que

no diferencian a la proteina salvaje de la mutada (Garrido y Lépez, 2000).

* Apoptosis: un alto indice apoptético se relaciona con
caracteristicas celulares malignas y es indicador de proliferacién e invasion

celular en cancer de mama (Lipponen, 1999).

* Invasion/metastasis: determinadas proteinas juegan un papel
importante en el control de la membrana basal y en la motilidad celular, y estan
actualmente en estudio, como nm23, activador del plasminégeno de
uroquinasa (uPA) y catepsina D (Dahiya y Deng, 1998; Coradini y Daidone,
2004).

* Inestabilidad gendmica: ha sido asociada con la transformacion
maligna en cancer de mama, sin embargo, no se han encontrado evidencias,

de la relacion causa-efecto con este tipo de cancer (Stepanova et al., 2003).

* Respuesta a quimioterapias: la exposicion de las células a
agentes nocivos quimicos produce una rapida e intensa sintesis de proteinas
de choque térmico, de GST pi, HER-2/neu, p53 y glicoproteina p170 (codificada
por el gen mdr1). Niveles elevados de las mismas se han asociado con
estadios avanzados, invasion vascular, disminucion del periodo libre de

enfermedad y de la supervivencia global.
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4.4. TRATAMIENTO

Existen cuatro modalidades de tratamiento: cirugia, radioterapia (RT),
quimioterapia (QT) y terapia hormonal (TH). El tratamiento complementario o
adyuvante del cancer de mama es aquél que se administra después del
tratamiento quirurgico, con el fin de destruir o impedir el crecimiento de las
micrometastasis, cuya existencia se supone, pero no se puede demostrar en el
momento de la cirugia (Jonson et al., 2003). Estos tratamientos coadyuvantes
se llevan a cabo mediante QT, RT y TH (Pérez y Martin, 1998; Osborne y
Ravdin, 2000; Calero, 2003).

La cirugia conservadora de la mama asociada a radioterapia post-
operatoria, tiene la misma supervivencia que la mastectomia, aunque con
mayor incidencia de recidiva local (Fowble et al., 2000; Veronesi, 2000). El tipo
de tratamiento depende de la extensidn del tejido extirpado (Pacheco et al.,
2000). La mastectomia radical clasica esta en progresivo desuso, reservandose
a los casos de tumores avanzados fijos al pectoral mayor (Bland y Copeland,
2000). La mastectomia radical modificada, preservando uno o los dos
pectorales, esta indicada, especialmente, en pacientes que rechacen la cirugia
conservadora o en casos de tumores infiltrantes mas agresivos (Roman, 1998;
Menke et al., 2000; Bland et al., 2000).

Existe un tratamiento neoadyuvante que se administra previamente a la
intervencidn quirurgica de un tumor, con el propdsito principal de reducir la
extension de la cirugia. La quimioterapia (QT) neoadyuvante incrementa la
proporcion de mujeres que pueden ser tratadas con cirugia conservadora en
vez de con mastectomia, mejora la supervivencia de la mujer y puede indicar la
quimiosensibilidad del tumor, de manera que a mayor sensibilidad, mayor
probabilidad de que la QT modifique la supervivencia de la paciente (Chacon y
Alvarez, 2002).

En pacientes consideradas de alto riesgo tras mastectomia, se

administra radioterapia (RT). Esta se basa en el empleo de radiaciones
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ionizantes y su interaccién con la materia viva, con el fin de destruir un proceso
neoplasico. Su objetivo es la irradiacion de la zona tumoral, evitando en lo
posible los 6rganos criticos (Moreno y Rodriguez-Escudero, 2003). La cirugia
conservadora junto con la RT es un tratamiento en estadios precoces con la

misma supervivencia que la mastectomia (Lanzés, 1998).

El objetivo de la QT es la destruccion del mayor numero de células
posibles (Moreno y Rodriguez-Escudero, 2003). La QT complementaria mejora
la supervivencia libre de enfermedad y también la supervivencia global. La
combinacion de QT y TH es superior a la utilizacion de cada una de ellas por

separado (Marquez y Alba, 1998).

La TH, se aplica en pacientes con receptores para estrégenos o
progesterona positivos, con metastasis 6éseas o en partes blandas, con
intervalo libre de enfermedad prolongado, con enfermedad poco sintomatica, y
en la mayoria de pacientes de edad avanzada (Piera, 1998). Existen diversas
opciones, con mecanismos de accion distintos, que posibilitan el empleo de

varias lineas de tratamiento (Cyr y Moulton, 2000).

5. CANCER DE COLON

5.1. DEFINICION

Todos los tipos de cancer de colon se caracterizan por la aparicion inicial
de un polipo, que dependiendo del tipo de que se trate (adenomatoso o
hamartoma) tendra un mayor o menor riesgo de progresién hacia carcinoma.
En la mayoria de los casos aparece de forma espontdnea y en un pequefo
porcentaje (5-10%) aparece formando parte de sindromes gastrointestinales

hereditarios autosémicos dominantes.

Normalmente consisten en células epiteliales transformadas, como
ocurre en los polipos adenomatosos caracteristicos de la poliposis familiar
hereditaria (FAP), en el sindrome hereditario no-polipésico (HNPCC) y en

tumores de colon esporadicos. En otras ocasiones el componente proliferativo
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mayoritario es el estromal, como ocurre en los pélipos tipo hamartoma del
sindrome de Peutz-Jeghers (PJS) y en el sindrome polipdsico juvenil (JPS),

siendo éstos mas benignos ya que raramente evolucionan hacia adenoma.

El pdlipo adenomatoso se origina por la inactivacion de los dos alelos del
gen supresor de tumores APC (adenomatous poliposis coli). A continuacion, en
la fase de adenoma avanzado aparecen mutaciones del oncogen K-ras que lo
inactivan, y por ultimo, mutaciones en los alelos de p53. (Fearon y Vogelstein,
1990).

5.2. POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR

La poliposis adenomatosa familiar es una enfermedad autosémica
dominante caracterizada por la aparicion de multiples pdlipos intestinales a una
edad muy temprana (Burt y Jacobi, 1999). Estos pacientes desarrollan
inevitablemente cancer de colon a menos que sea eliminado. La edad media de
aparicion de los adenomas se situa a los 16 afios de edad, y sin colectomia el
cancer de colon aparece a una edad media de 39 afios (Burt y Jacobi, 1999;
King et al., 2000). La FAP surge como resultado de una mutaciéon germinal en
el gen APC y pérdida de la funcion génica del segundo alelo (King et al., 2000).
Manifestaciones gastrointestinales frecuentes de esta enfermedad son la
aparicion de adenomas duodenales y multiples podlipos de las glandulas
fundicas gastricas (Burt y Jacobi, 1999). Aquellos individuos que tienen el
polimorfismo 11307K (cambio de una T por una A en el nucleétido 3920) tienen
un riesgo dos veces mayor de desarrollar cancer de colon hereditario familiar

con respecto a la poblacion general (Laken et al., 1997).

Existen tres variantes de la FAP:

- El sindrome de Gardner, es la forma mas frecuente de FAP, y en él
coexisten pdlipos intestinales con tumores benignos extra-intestinales tales

como osteomas, quistes epidermoides, fiboromas y tumores desmoides (Guillén
et al., 1999).
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- El sindrome de Turcot, esta asociado a podlipos y tumores del sistema
nervioso central. Dos tercios de los pacientes con el sindrome de Turcot
presentan mutaciones en el gen APC, y ademas desarrollan tumores tipo
meduloblastoma (Burt y Jacobi, 1999; Hamilton et al., 1995). El resto de
pacientes con este sindrome, sin embargo, presentan mutaciones en los genes
reparadores de desemparejamientos de bases y aparicidon de glioblastomas

multiformes.

- La forma atenuada (AAPC), es la tercera variante de FAP. Aqui los
pacientes s6lo desarrollan una media de 30 podlipos. Mutaciones préximas al
codon 157 (Spirio et al., 1993) y al codon 1900 (Gardner et al., 1997) se

asocian con esta patologia.
5.3. SINDROME HEREDITARIO NO POLIPOSICO

El cancer hereditario no-polipdsico, también conocido como sindrome de
Lynch, ha de cumplir las siguientes caracteristicas conocidas como “Criterios
de Amsterdam”: presencia de al menos tres casos de cancer de colon en la
familia (de los cuales uno de ellos es un familiar de parentesco directo con
respecto a los otros dos), uno o mas casos de cancer de colon diagnosticados
en la familia antes de los 50 afios de edad, y existencia del cancer de colon en
al menos dos generaciones. Esta es la forma hereditaria de cancer colorrectal
mas frecuente y representa el 6% de los casos de cancer de colon, aunque el
numero de polipos adenomatosos es bajo en comparacion con la poliposis

familiar hereditaria (FAP), presentando ademas escasa diferenciacion.

Este sindrome se clasifica atendiendo, a la presencia o ausencia de
tumores extra-colonicos, como sindrome de Lynch tipo | y tipo Il. El primero,
comienza a una edad temprana con carcinomas en el colon proximal (asa
derecha). Los pacientes con el sindrome de Lynch tipo Il, ademas de presentar
las caracteristicas anteriores, desarrollan tumores extra-colénicos que incluyen:
cancer de endometrio, ovario, estbmago, pancreas, intestino delgado, tracto

hepatobiliar, uréter y pelvis renal (Lynch et al., 1993).
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5.4. SINDROME POLIPOSICO JUVENIL

En el sindrome polipdsico juvenil (JPS), aparecen multiples pdlipos que
se localizan a lo largo de todo el tubo digestivo (fundamentalmente en colon,
estbmago e intestino delgado). Se trata de pdlipos estromales o hamartomas,
que, a diferencia de los encontrados en el sindrome de Peutz-Jeghers, no
tienen componente de musculo liso (Howe et al., 1998). Ademas, aparecen
defectos congénitos asociados: enfermedad congénita del corazén,

protuberancias 6seas, fisura labial y palatal y microcefalia (Guillen et al., 1999).

Hasta la fecha se han identificado dos genes involucrados: SMAD4 vy
receptor tipo 1A del factor 6seo morfogenético (BMPR1A), que intervienen en la
via de senalizacion SMAD4/TGFB. Aunque, a pesar de la implicacion de ambas
proteinas en el sindrome JPS, hay casos en los que todavia no se ha

identificado el gen responsable (Zhou et al., 2001).

5.5. SINDROME DE PEUTZ-JEGHERS

En el sindrome Peutz-Jeghers (PJS) encontramos tumores
gastrointestinales en el 2-13% de los casos, aunque la incidencia tumoral es
mayor en tejidos de diferente histologia como pancreas, mama, ovario, utero, y
cérvix. Los polipos vistos en este sindrome son diferentes a los pdlipos tipo
hamartoma convencionales, ya que presentan un componente infiltrado de
musculo liso y tienen forma ramificada (Bosman, 1999; Hemminki, 1999). Los
pacientes afectados también presentan pigmentacion de la piel y de la mucosa

oral.

El locus responsable se encuentra en la posicién 19p13.3 y codifica una
serina-treonina quinasa de 433 aminoacidos denominada STK11/LKB1
(Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998). La mayoria de las mutaciones
encontradas en la linea germinal eliminan la actividad quinasa de la enzima, y
suelen encontrarse en los codones 51-84 del exén 1 y en el exén 7. Es muy

frecuente que en el paso de hamartoma a carcinoma se produzca la pérdida
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del alelo salvaje, apareciendo un desequilibrio alelico en el locus STK11
(Wang et al., 1999).

5.6. EVENTOS GENETICOS ADICIONALES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO
DEL CANCER DE COLON

Aproximadamente el 50% o mas de los tumores de colon presentan
mutaciones en p53 que se localizan primariamente en los exones 5-8. Estas
mutaciones hacen que produzca una proteina con una vida media
anormalmente larga (Ko y Prives, 1996; Prives, 1998). Las mutaciones
inactivadoras de p53 ocurren de forma tardia durante la transicién de adenoma
a carcinoma, y suelen ir acompafadas por delecciones del segundo alelo

salvaje.

También es frecuente la mutacién en el gen K-ras, aproximadamente el
50% de los tumores colorrectales, con alteracion en los codones 12, 13 y, en
menor medida, 61. Este gen interviene en la transduccion de sefales que
regulan la progresién del ciclo celular (Rommel y Hafen, 1998; Pronk y Bos,
1994). Las mutaciones en K-ras se asocian a un aumento en la expresién de la
enzima ADN metiltransferasa (DNMT1), ciclina D1 y gastrina. La elevada
actividad DNMT1 detectada en tumores de colon podria conducir a la aparicién
de inactivacién epigenética de genes supresores de tumores tales como p176,

observado en tumores de colon (28-55%) (Guan et al., 1999).

El gen supresor de tumores DCC, aparece deleccionado en mas del
70% de tumores MSS. Codifica un receptor de superficie para el ligando netrina
que parece implicado en la regulacion de la apoptosis, y su pérdida se asocia

con un peor pronostico (Shibata et al., 1996).

En el cancer de colon también es frecuente encontrar genes que se
encuentran constitutivamente sobreexpresados pero no mutados. Ejemplos son
el gen que codifica la ciclooxigenasa-2 (cox-2), que interviene en la regulacién

de la angiogénesis y apoptosis (Tsujii et al., 1998), y que aparece aumentada
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su expresion en el 43% de los adenomas y en el 86% de los carcinomas
(Eberhart et al., 1997).

6. LINEAS CELULARES COMO MODELOS EXPERIMENTALES PARA LA
INVESTIGACION EN CANCER DE MAMA Y COLON.

Desde hace décadas se han venido usando diferentes lineas celulares
cancerigenas como modelos para el estudio y desarrollo de terapias
antitumorales. El uso de estas lineas celulares presenta una serie de ventajas,
como la homogeneidad de las muestras y el control de las condiciones
ambientales. No obstante, también existen ciertos inconvenientes, como las

estrictas condiciones de asepsia en las que tienen que ser mantenidas.

Para el estudio experimental de cancer de mama se utilizan una amplia
variedad de lineas de cancer de mama. Dichas lineas han sido establecidas
procedentes de tumores epiteliales (HMT-3522 S1, HMT-3522 S2, HMT-3522
T4-2), adenocarcinomas (MDA-MB-361, MCF-7) 6 transformadas (fR2, fRS5,
SVCT, SVCT-MI2).

La linea celular MCF-7 fue derivada en el afio 1970 por efusion pleural
de un adenocarcinoma de mama metastasico de una mujer de raza blanca de
69 anos. Desde entonces, la linea MCF-7 es la mas utilizada para llevar a cabo
estudios experimentales de cancer de mama RE" (Levenson y Jordan, 1997),
ya que fueron las primeras células de cancer de mama humano en ser
permanentemente mantenidas en cultivo celular. Esto ha conllevando el
desarrollo de variedades aparentes de células MCF-7, observandose diferentes

caracteristicas entre células de la misma linea.

Estas células son salvajes para p53 y dificiimente sufren fragmentacion
apoptética del ADN aunque muestran aparente induccion morfologica de
apoptosis, exhibiendo cambios en la estructura nuclear (Gooch y Yee, 1999).
Exhiben algunas caracteristicas de epitelio mamario diferenciado, como la
sintesis de estradiol y la expresion de receptores de progesterona y

estrogenos.
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Ademas de las lineas tumorales, para el estudio del cancer de mama
también son de gran utilidad el uso de lineas celulares mamarias no tumorales,
como es el caso de la linea MCF-10A, con objeto de poder establecer
comparaciones que permitan identificar mecanismos involucrados en el
fenotipo maligno. Esta linea procede del epitelio de la glandula mamaria
humana y fue establecida a través de un cultivo a largo tiempo en un medio

libre de suero con baja concentracion de calcio (Soule y McGrath, 1991).

Estas células inmortalizadas y no transformadas son un excelente
modelo para analizar el efecto en el comportamiento de células sanas al
sobreexpresar una proteina de interés mediante ingenieria genética (Sun y
Rotenberg, 1990). Asi, esta linea celular ha sido utilizada para proponer
mecanismos de transformacidon neoplasica por activacion de H-ras (Zhong et
al., 1997), de ErbB2 y TGF (Seton-Rogers y Brugge, 2004) y activacion
autocrina de CSF-1R (Wrobel et al., 2004). También se han usado estas
células en cultivos tridimensionales, para identificar y caracterizar los
mecanismos que controlan los procesos de proliferacion y muerte celular, en
estructuras que simulan la situacion dentro de los Id6bulos mamarios
(Underwood et al., 2006).

Para el estudio del epitelio intestinal, se han ido desarrollando diferentes
lineas celulares, tanto normales como tumorales, humanas y de otras especies.
La linea celular HT-29 fue establecida a partir de células de adenocarcinoma
de colon humano (Fogh, 1975). En condiciones estandar de cultivo, mas de un
95% de las células presentan una morfologia tipica de células indiferenciadas.
Por el contrario, el 5% restante desarrolla caracteristicas diferenciadas:
expresan aminopeptidasa N (APN), dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV), antigeno
carcinoembrionario (CEA), la glicoproteina de membrana MUC1, asi como
otras mucinas (Lesuffleur et al., 1990). Sin embargo, cultivadas con las
condiciones adecuadas, expresan caracteristicas tipicas de la diferenciacion de
los enterocitos normales (Pinto et al., 1982; Hauri et al., 1985; Rousset et al.,
1985).

A nivel genético, las células HT-29 presentan las alteraciones tipicas de
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los tumores colorrectales, como son mutaciones en APC y p53 con la
consiguiente pérdida de sus funciones, amplificacion de c-myc, y un fenotipo de
aneuploidia e inestabilidad cromosomica (Corzo et al., 2003).

Estas células son capaces de generar tumores bien diferenciados de tipo
enterocitico al ser inoculados en ratones (Zweibaum et al., 1984; Chantret et
al., 1987; Zweibaum, 1993). Sin embargo, no proceden de células normales no
tumorales, por lo que pueden existir diferentes caracteristicas metabdlicas, que

las alejen de la situacién epitelial normal in vivo e in vitro.

La linea celular IEC-6 fue establecida a partir de células epiteliales
procedentes de yeyuno de rata, y se consideran como derivadas de las criptas
del intestino delgado (Quaroni et al., 1979). Las células tienen caracteristicas
fenotipicas indiferenciadas (capaces de sintetizar fibronectina y colageno), y su
comportamiento en cultivo se asemeja al que experimentan las células
epiteliales intestinales in vivo. En primer lugar, proliferan de manera intensa,
como ocurre en la base de las criptas intestinales, hasta llegar a la confluencia,
entonces la monocapa se va engrosando y aparecen mas capas superpuestas
de células. Después, se produce un bloqueo de la proliferacion, expresion de
marcadores como la fosfatasa alcalina intestinal y desarrollo de
microvellosidades en su superficie celular, del mismo modo que ocurre en las
células que se localizan a nivel de la vellosidad intestinal, donde los enterocitos
van adquiriendo el grado maximo de diferenciacion. Por ultimo, tras su muerte
celular por apoptosis, son descamadas hacia el medio de cultivo (Ametani et
al., 1996).

Estas células se usan en estudios tan variados como de proliferacion
celular (He et al., 1993; Corkins et al., 1995; Wolpert et al., 1996; Sato et al.,
1999; Jasleen et al., 2002; Tuhacek et al., 2004), diferenciacion (Carroll et al.,
1988; He et al., 1993; Suh y Traber, 1996; Soubeyran et al., 1999), reparacion
de dafo tisular (Sturm et al., 1999; Beck et al., 2003; Hirata y Horie, 2003;
Tabel et al., 2003; Liu et al., 2005), pruebas de la calidad nutricional de
alimentos (Thoreux et al., 1996), 6 evaluacion de infecciones (McGee et al.,
1993; Tabel et al., 2003; Upperman et al., 2003). Del mismo modo, este tipo

celular se ha utilizado como modelo experimental valido para estudios de
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toxicidad de farmacos antitumorales (Sosogi et al., 2003; Kuratko y Constante,
1998; Kuo et al., 1997; Kuo, 1996).

7. CICLO CELULAR

7.1. CONCEPTO

Se habla de ciclo celular para describir el proceso que se inicia al
término de una division celular y que acaba con el final de la siguiente division.
Dos condiciones indispensables para que el ciclo celular tenga éxito son que la
célula madre replique el ADN exactamente y que las dos células hijas reciban

correctamente los cromosomas replicados.

La division de las células en eucariotas superiores es un proceso
coordinado con las necesidades del organismo como un todo. Defectos
existentes en la regulacién del ciclo celular dan lugar a la proliferacion anormal
de las células, como ocurre en el caso de los tumores y el cancer. Por el
contrario, el camino de la diferenciacion y especializacidon celular lleva asociado

una progresiva pérdida del potencial proliferativo (Cooper y Hausman, 2004).

7.2. FASES DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular eucariota se divide en 4 fases (figura 4):

- Fase G4, comprendida entre la mitosis y la sintesis del ADN, es un
periodo muy activo metabdlicamente, se producen los desoxiribonucleétidos y
los enzimas necesarios para la replicacion, la célula aumenta de tamafio y

genera nuevos organulos.
- Fase S, donde se produce la sintesis del ADN, ADN-polimerasa y de
las proteinas histonas. Esta fase acaba con todos los cromosomas duplicados

y formados por dos cromatidas iguales.

- Fase G, en ella se comprueba que la replicacion del material genético

ha ocurrido con éxito, antes de que se inicie la mitosis (Viallard et al., 2001), y
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se sintetizan proteinas para la preparacion de la mitosis. Acaba con la

condensacion de los cromosomas al inicio de la mitosis.

- Fase M, es donde se produce la division celular y en ella se sincronizan
dos procesos, la division del nucleo (cariocinesis) y la division celular
(citocinesis), tras lo cual la célula queda dividida en dos células hijas, portando

cada una de ellas un paquete genético idéntico.

En una célula tipo con un ciclo celular de 24 horas, G4 es la fase de
duracion mas variable (unas 11 horas en células humanas) incluso entre
células de la misma estirpe y dentro del mismo cultivo (Agami y Bernards,
2002). La duracion del resto de las fases es practicamente constante: la fase S
tendria 8 horas, la G, 4 horas y la fase M 1 hora. En condiciones subdptimas
de crecimiento, hay células que cesan por completo su division, entrando en la
denominada fase Gy, en la que permanecen metabdlicamente activas pero no

proliferativas (Viallard et al., 2001).

Mitosis

@ Duplicacion

cromatidas

(D

FIGURA 4. EL CICLO CELULAR
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7.3. REGULACION DEL CICLO CELULAR

Para coordinar las diferentes fases que lo componen, a lo largo del ciclo
celular existen una serie de puntos de control denominados puntos de
restriccion o “check points”, de tal forma que no se puede avanzar en el ciclo
hasta que las condiciones no sean apropiadas, o haya induccion por sefales
extracelulares. En ellos se detectan posibles dafios en el ADN, respondiendo la
célula con el retraso en su progresion en el ciclo celular o el bloqueo definitivo
(Lukas et al., 2004).

Los puntos de control mas importantes son dos: el primero se encuentra
entre G¢-S, y permite que se repare el ADN danado antes de ser replicado en
la siguiente fase. El segundo se localiza en G,-M, detecta el ADN que no ha
sido replicado y/o ADN dafado, y genera una sefial que evita que comience la

fase M, permaneciendo la célula en G, (Lukas et al., 2004).

Al final de la mitosis existe otro punto de control, donde se evalua que
los cromosomas se alineen correctamente en el huso mitético, para asegurar la

distribucion de un juego completo de cromosomas a cada célula hija.

El ciclo celular de todos los eucariotas esta controlado por un grupo de
subunidades reguladoras llamadas ciclinas y otro grupo de subunidades
cataliticas denominadas quinasas dependientes de ciclina (CDK) (Nigg, 2001).
Diferentes ciclinas se unen especificamente a diferentes CDK para formar una
serie de complejos en fases especificas del ciclo celular y conducir a la célula

de un estado del ciclo celular a otro (figura 4).

Las ciclinas son una familia de proteinas activadoras de serin/treonin
quinasas, cuya concentracion celular oscila en funcion de la fase del ciclo
celular. Tienen una region comun conocida como “box de las ciclinas”, que

sirve para unir y activar a las quinasas dependientes de ciclinas.

44



Octavio Caba Pérez Introduccion

Hasta la fecha se han descrito las siguientes ciclinas: A, B1, B2, C, D1,
D2,D3,E, F, G1,G2, H, I, K, T1y T2. Las ciclinas A y B son ciclinas mitéticas
que permanecen estables durante la interfase, pero son rapidamente
proteolizadas durante la mitosis, por una via dependiente de la ubiquitina.
Mutaciones en la ciclina A paran las células en la fase G,. Las ciclinas de la
fase Gy sonla C, Dy E, y son proteinas de vida corta que se destruyen por la
via de la ubiquitina. La sintesis de ciclina D (D1, D2, D3) esta inducida por
factores de crecimiento. Cuando se expresa constantemente se le considera
COmMO un oncogén, aunque por si misma no es capaz de transformar una célula.
La ciclina F actua en la transicién de la fase G; a la fase M, y la ciclina G actua
en respuesta al dafo del ADN. La ciclina H, se sabe que forma complejos con
la CDK?7, para producir una enzima conocida como quinasa activante
dependiente de ciclina, que esta implicada en la activaciéon de las quinasas
CDC2 y CDK2.

Como hemos mencionado, el transito a través del ciclo celular depende
de la activacion secuencial de quinasas dependientes de ciclinas. Existen
nueve quinasas dependientes de ciclinas: CDC2 (también llamada CDK1, p34
o MPF -factor promotor de la fase M-), CDK2, CDK3, CDK4, CDK5, CDKB6,
CDK7, CDK8 y CDK9. Cuando son activadas promueven fosforilacion de otras
proteinas, y son reguladas positivamente por ciclinas, y negativamente por
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (Olashaw y Pledger, 2002;
Osborne et al., 2004).

La CDC2 se une a las ciclinas A y B. El complejo ciclina B/CDC2 es
especificamente requerido para la mitosis, y también hay evidencias de que se
requiere para la apoptosis (Castedo et al., 2002). La ciclina B se degrada en la
transicion de la metafase-anafase causando la inactivacion de CDC2, siendo

esto necesario para la finalizacion de la mitosis.

Las ciclinas de la familia D forman complejos con las CDK4, CDK5 y
CDK®6, comienzan su actividad quinasa en mitad de la fase G4 y tienen su
actividad maxima en la transicion de G+/S (Viallard et al., 2001). Una de las

funciones de los complejos ciclina D/CDK4 es fosforilar la proteina del
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retinoblastoma (Rb), activando la expresion de genes necesarios para la

entrada en la fase S.

La CDK2 se asocia con las ciclinas A y E, y es esencial para la
progresion durante la fase G+/S. Asi el complejo ciclina A/CDK2 parece tener
un papel en el control de la elongacién de la sintesis del ADN, y también se ha

visto que tiene un rol en el bloqueo de la apoptosis (Golsteyn, 2005).

La CDKY7 se une a la ciclina H y tiene capacidad de fosforilar tanto CDC2
como CDK2. Ni la expresion de la proteina CDK7, ni su actividad varian en el

curso del ciclo (Faust et al., 2002).

La regulacion del ciclo celular no es la unica funcion de las ciclinas, es
mas, poseen otras actividades como la regulacion de la transcripcion,

reparacion del ADN, diferenciacion y apoptosis.

Existe una familia de reguladores negativos, denominados inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas, que bloquean la actividad de uno o varios
complejos ciclina-CDK. Estas proteinas inhibidoras de las CDK estan
implicadas en la parada del ciclo celular en respuesta a varias sefiales
antiproliferativas como privacién de factores de crecimiento, citoquinas o dafo
en el ADN. Estos reguladores negativos del ciclo celular son considerados
genes supresores de tumores, en los que la pérdida de su funcidon puede

contribuir a comportamiento maligno.

Existen dos familias de inhibidores de quinasas dependientes de
ciclinas: La familia KIP/CIP incluye tres proteinas p21, p27 y p57, y presenta
una mas amplia especificidad que la familia INK4, ya que sus miembros
interactuan e inhiben la actividad quinasa de los complejos ciclina E/CDK2,
ciclina D/CDK4, ciclina D/CDKS®, ciclina A/CDK2 y ciclina B/CDC2.

El gen p21 es una diana transcripcional de p53 y juega un papel en la

senescencia, diferenciacion y en la coordinacion de reparacion del dafo del
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ADN con detencion del ciclo celular. Cuando se activa la proteina p53 estimula
la transcripcion del gen que codifica para la proteina p21. Esta proteina
bloquea el ciclo celular en la transicion G4-S, uniéndose a complejos ciclina-
CDK (ciclina D/CDK4 y ciclina E/CDK2), responsables de conducir a la célula a
la fase S. Esta parada del ciclo celular permite a la célula reparar el ADN

dafiado antes de replicarse (Cariou et al., 1998).

Muchas sefiales antiproliferativas (ausencia de mitégenos/citoquinas,
contacto célula-célula) inducen la acumulacion de p27 (Clurman y Porter,
1998). Se ha sugerido que p27 puede jugar un importante papel regulador
negativo en células quiescentes y en G4 Los niveles de p27 son regulados
inicialmente mediante la degradacién proteolitica a través de la ruta de la

ubiquitina, a nivel transcripcional (Slingerland y Pagano, 2000).

Las proteinas de la familia INK4 son unos inhibidores que se unen
unicamente a CDK4-CDK®6 y no a ciclinas, y por lo tanto son especificas para la
fase G1 temprana. Esta formada por cinco proteinas, p14, p15 (INK4B), p16
(INK4A), p18 (INK4C) y p19 (INK4D).

A parte de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclina, existen
otros reguladores negativos del ciclo celular que son los formados por los
productos de los genes supresores de tumores p53 y Rb, que pueden

interactuar y modular las actividades de los complejos ciclina/CDK.

El entendimiento de estos puntos de control es muy importante, ya que
nos permite conocer los mecanismos implicados en la proliferacion de células
normales. Ademas, las células cancerigenas presentan una incrementada y
desregulada proliferacion celular debido a alteraciones en los agentes
moduladores del ciclo celular (Sandhu y Slingerland, 2000). Por ello, la
comparaciéon de las modificaciones existentes entre las células normales y las
tumorales, nos da informacion relativa a la predisposicion al cancer y supone

una posible via de tratamiento (Dash y El-Deiry, 2004).
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8. APOPTOSIS

8.1. CONCEPTO

Los tejidos adultos mantienen su homeostasis gracias al equilibrio que
existe entre la proliferacion y la muerte celular (Potten y Wilson, 2004). Asi, la
velocidad de crecimiento (proliferacion) y la velocidad de muerte deben

compensarse mutuamente.

Kerr et al. en 1972 propusieron el término “apoptosis” (en griego “caida
de las hojas”), que alude al caracter “secuencial y ordenado” de este proceso,
para definir a un mecanismo de muerte celular con caracteristicas
morfologicas, bioquimicas y genéticas especificas. La célula se elimina sin
produccion de respuesta inmunolégica y sin interferir en el normal transcurso
del tejido circundante (Vaux, 1993). La apoptosis, por lo tanto, se diferencia de
la necrosis en que es una forma de muerte celular programada controlada

genéticamente.

Desde el punto de vista morfologico, las células apoptoticas se
caracterizan por la contraccion celular, la ruptura de las uniones por
desmosomas, el incremento en la condensaciéon del citoplasma, la
condensaciéon de la cromatina en la periferia del nucleo, la posterior
fragmentacion del mismo, el hinchamiento del reticulo endoplasmatico y de las
mitocondrias y, finalmente, la formacion de protuberancias que se separaran
dando lugar a la formacién de cuerpos apoptéticos que seran fagocitados por

macrofagos o células vecinas.

Las caracteristicas bioquimicas mas destacables de la apoptosis son: la
activacion de unas proteasas denominadas caspasas, la ruptura del ADN por
las uniones interoligonucleosémicas, el desacoplamiento de la cadena de
transporte electrénico, generacion de radicales libres, la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial y la pérdida de la asimetria de la
membrana citoplasmatica, exponiéndose la fosfatidilserina en la superficie

celular.
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Estas caracteristicas morfoldégicas y bioquimicas utilizadas para
identificar las células apoptoéticas deben emplearse con cierta cautela, y para
estudiar la magnitud de la apoptosis es necesario el estudio combinado de
varios de los parametros descritos (Siles et al., 1998). Esto es asi ya que las
primeras unicamente son visibles durante la fase de ejecucion de la apoptosis,
un periodo de tiempo relativamente corto, lo que puede llevar a subestimar la
importancia de este fendmeno. Y por otra parte, las caracteristicas bioquimicas
tampoco son estrictamente universales (Ekert et al., 2004) ya que es posible

que algunas células apoptoticas no muestren alguno de los cambios descritos.

8.2. MECANISMOS MOLECULARES DE LA APOPTOSIS

En la apoptosis se produce una pugna entre genes que previenen y
genes que promueven su inicio (Krajewski et al., 1999; Cory y Adams, 2002). El
desencadenamiento de la apoptosis puede ser consecuencia de la alteracidn
de la membrana mitocondrial, en cuyo caso estaremos ante la llamada via
intrinseca, o bien originarse por la union de determinados ligandos a receptores

de la superficie celular, la llamada via extrinseca.

La via intrinseca puede desencadenarse por varios factores como el
dafio en el ADN, la hipoxia o la derivacion de factores de crecimiento, y en ella
la mitocondria desempefa un papel crucial. Estos desencadenantes modifican
el equilibrio entre miembros proapoptéticos (ej. Bax o Bak) y antiapoptoticos (ej.
Bcl-2 o Bcl-x), se altera la permeabilidad de la membrana mitocondrial y se
liberan diversos factores proapoptoticos (procaspasas, el factor inductor de
apoptosis AlF, endonucleasa G, SMAC/DIABLO, HtrA2/Omi, Apaf-1 y, muy
especialmente, el citocromo c). La proteina activadora de caspasas Apaf-1 se
une al citocromo c y, en presencia de ATP o dATP, promueve la activacion de
la procaspasa-9 lo que desencadena la activacion de otras caspasas efectoras
como la caspasa-3. Entre otros sustratos de la caspasa-3 se encuentra ICAD,
un inhibidor de la endonucleasa CAD (Enari et al., 1998) que al liberarse del
enzima propicia la actuacibn de ésta y por tanto la ruptura

interoligonucleosomica del ADN.
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La mitocondria libera otros componentes con un papel importante en la
apoptosis, como la endonucleasa G y el factor activador de proteasas
apoptéticas (AlF), que participan en la degradacion del ADN tanto de forma

dependiente como independiente de caspasas.

La otra via, la extrinseca, se origina cuando uno de los receptores
pertenecientes a la familia de los receptores del TNF (FAS/CD95, TNF-R1, DR-
3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR-6, EDA-R, DF-5 y p75NTR) denominados
genéricamente receptores de muerte (DR) se une a su ligando. En ellos
diferenciamos dominios extracelulares con motivos ricos en cisteina, una region
transmembrana y una cola intracitoplasmatica en la que destaca el dominio de
muerte (DD) (Wallach et al., 1998). Esta union, conlleva la interaccién de los
DD con otros dominios DD presentes en proteinas adaptadoras como
FADD/MORT1 o TRADD (Chinnaiyan et al., 1995; Hsu et al., 1995). Estas
proteinas adaptadoras presentan a su vez dominios efectores de muerte (DED)
que interaccionan con los DED de las procaspasas 8 y 10, generandose un
complejo multimérico denominado complejo de la senal inductora de muerte
(DISC), que permite la activacion de las procaspasas y desencadena el

comienzo de la apoptosis.

La via intrinseca y extrinseca no constituyen dos rutas perfectamente
aisladas. Asi, es posible que la via extrinseca induzca la liberacion del
citocromo ¢ mediante la activacion de un miembro de la familia Bcl-2, Bid. La
proteolisis de Bid, inducida por la caspasa-8, hace que se dirija hacia la
mitocondria donde activa a Bax y Bak, miembros proapoptéticos de la familia

Bcl-2, desencadenando la liberacién de citocromo c.

8.3. APOPTOSIS EN CELULAS TUMORALES

Todos los tipos celulares presentan programa apoptético (Hanahan y
Weinberg, 2000), siendo una de las finalidades de la apoptosis la de eliminar
células que han sufrido una mutacién que les confiere una ventaja proliferativa,
por lo que la alteracion de la apoptosis parece desempefiar un papel importante

en la carcinogénesis. Asi, alteraciones en la via intrinseca se han puesto de
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manifiesto en distintos tipos de tumores y también se han asociado con
fenotipos resistentes al tratamiento antitumoral (Tsujimoto, 1989; Strasser et
al., 1991; Kirkin et al., 2004). La via extrinseca también aparece alterada en
muchos tumores, debido a la pérdida de expresidon o alteracion de estos
receptores en las células tumorales, lo cual impediria su destruccién por el
sistema inmune facilitando la progresion tumoral (Owen-Schaub et al., 1998;
Gronbaek et al., 1998; McKnight et al., 2005).

Ademas, se han descrito alteraciones que afectan a la funcionalidad de
la proteina p53, bien por mutacion directa del gen, o bien por la alteracién de

proteinas relacionadas con ella, como Mdm-2 6 NF-kB (Greten y Karin, 2004).

La proteina Bcl-2 se relaciona con enfermedades linfoproliferativas, y
también se sobreexpresa en tumores solidos de mama, nasofaringe, pulmon,
estbmago y prostata (Leek et al., 1994; Lu et al., 1993; lkegaki et al., 1994;
Lauwers et al., 1995; Stattin, 1997; Kallakury et al., 1996). Ademas, la
inactivaciéon de las proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 son muy

frecuentes en carcinomas de colon (Rampino et al., 1997).

También se ha observado disminucion de la actividad de las caspasas,
en neuroblastomas (Teitz y cols, 2000); por ultimo, mutaciones que afectan a
los receptores de muerte o sus ligandos, son frecuentes en linfomas no
Hodgkin (Gronbaek et al., 1998).

Dentro de las neoplasias de origen epitelial mamario se expresan
multiples proteinas moduladoras de apoptosis, lo cual sugiere la complejidad
en su regulacion (Zapata et al., 1998). Los receptores de estrogenos tienen un
papel importante dentro de las neoplasias mamarias. Aproximadamente 2/3 de
los canceres de mama poseen receptores de estrogenos en el momento del
diagndstico, y a menudo responden a intervenciones hormonales como la
ablacion ovarica, antiestrogenos o inhibidores de la aromatasa, inhibiendo la
proliferacion celular y promoviendo la apoptosis (Denmeade et al., 1997). Asi

investigadores como Warri et al. (1993), observan que en las células MCF-7
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creciendo en cultivo, existe una morfologia apoptética después de la reduccion
de estrégenos, y también observan evidencias de apoptosis en un 60% de las

células tras el uso del antiestrogeno toremifeno durante tres dias.

La apoptosis es un proceso normal en el funcionamiento del tracto
gastrointestinal, sin embargo, su alteracion es un factor comun en diversas
patologias (Ramachandran et al., 2000). Se localiza de manera mayoritaria en
el apice de las vellosidades, relacionado con la llegada de los enterocitos a la
fase terminal de su vida, de manera que llegado dicho momento, se activaria el
proceso apoptotico antes o durante la exfoliacion de las células, desde la
mucosa intestinal hacia el lumen. Ademas, el proceso de diferenciacion de los
enterocitos los hace ser mas sensibles a la apoptosis frente a determinadas

agresiones externas como puede ser la hipoxia (Hinnebusch et al., 2002).

También existen fendmenos de apoptosis en las células madre de la
cripta. Este proceso es muy trascendente, ya que de no producirse, se daria
lugar a un incremento del numero de éstas, aumentando el riesgo de aparicidon
de cancer (Potten y Wilson, 2004).

9. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE TECNOLOGIA DE
MICROARRAYS EN CANCER

9.1. CONCEPTO DE MICROARRAY

Un array (coleccion) de ADN consiste en un gran numero de moléculas
de ADN dispuestas, de forma ordenada sobre un sustrato solido, de manera
que forman una matriz de secuencias en dos dimensiones (Schulze vy
Downward, 2001).

El inicio de esta tecnologia lo encontramos a finales de los afos
ochenta, cuando los cientificos Fodor, Pirrung, Read y Stryer desarrollaron una
tecnologia para la determinacion y cuantificaciéon del ADN en una muestra. La
principal ventaja de esta novedosa tecnologia frente a los métodos

tradicionales (Northern y Southern), residia en la alta cantidad de material
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biolégico que se consigue inmovilizar, con lo que se podrian analizar
simultaneamente miles de genes. Esta tecnologia desembocaria
posteriormente en la primera plataforma de microarrays de ADN, denominada

GeneChip de Affymetrix.

Los fragmentos de material genético, que se disponen sobre el sustrato
soélido, pueden ser secuencias cortas de oligonucleotidos, secuencias de mayor
tamano, ADN complementario (ADNc, sintetizado a partir de ARNm), o bien
productos de la reaccidn en cadena de la polimera (Polymerase Chain
Reaction, PCR). Estos fragmentos de ADN de una sola hebra inmovilizados en
el soporte se llaman “sondas”. En el primer tipo, las sondas estan normalmente
formadas por unos 20-25 pares de bases en los ensayos de expresion
diferencial, y de hasta 100 pares de bases para analisis de expresion génica.
Los clones de ADNc, se depositan en la superficie del array en forma de
fragmentos o genes completos, que generalmente provienen de librerias
genomicas y pueden tener un tamafo de hasta cientos de kilobases. En el caso
de los productos generados por PCR, consisten en fracciones de genes
generados por PCR procedentes de clones de ADNc, librerias genémicas 6

ARN. La longitud de estos fragmentos suele ser de 200 a 500 pares de bases.

Los microarrays se basan en la complementariedad de bases del ADN.
Asi, al poner en contacto el array, que porta diferentes sondas, con una
muestra dada se producira una hibridacion en las zonas que se complementen.
Para detectar esta hibridacion entre las sondas de ADN y la muestra problema,
es necesario un marcaje previo. Los métodos mas usados para el marcaje de
las sondas son los quimicos o enzimaticos, normalmente a través de los
fluoréforos cianina 3 y cianina 5 (Osborn, 2000). EI uso de estos fluoréforos
permite el analisis de varias muestras en el mismo array, y ademas posibilita el
escaneado de varios marcadores simultaneamente. Otro marcador que esta
muy en uso son los fluoréforos de la serie Alexa, que muestran mayor

fotoestabilidad y proporcionan una sefal mas clara que los anteriores.

Otra técnica de deteccidon de acidos nucleicos muy sensible es la que

emplea sondas de ADN marcadas con biotina y detectada a través de
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conjugados enzimaticos de avidina. Ademas, para amplificar mas la sefial, se
puede acoplar una segunda enzima a la molécula de avidina y estreptavidina
(Osborn, 2000).

También se estan desarrollando nuevas técnicas para obviar el marcaje
de las sondas. Los principales métodos que se estan desarrollando son la
deteccion optica, la electroquimica (Popovich, 2001) o espectrometria de
masas Matrix—assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass
Spectometry (MALDI-TOF).

Los tipos de soporte de los microarrays se suelen dividir en porosos y no
porosos. Dentro del primer tipo, los soportes mas comunmente usados son
pequefas porciones de geles, o membranas porosas de nylon o nitrocelulosa.
Aqui las interacciones entre el material a inmovilizar y el sustrato sélido suelen
ser de caracter no covalente (adsorcion fisica, irradiacion ultravioleta o
inmovilizacion electronica) (Hoheisel, 2001). Los no porosos, o microarrays
lisos, suelen usar como material de soporte cristal o cualquier otra superficie
como silicio, plastico u oro. En ellas las uniones suelen ser de caracter
covalente, realizada mediante procedimientos quimicos. Ademas, se estan
desarrollando alternativas a los tipos anteriores como la inmovilizacién del ADN

sobre geles de acrilamida o matrices de oro.

El revelado es uno de los proceso clave durante el trabajo con los
sistemas basados en microarrays (Hedge y Qi, 2000). Durante este paso se
produce la localizacién de los puntos en los que la reaccion ha sido positiva,
para ello los sistemas de revelado mas comunmente empleados son los que se
basan en la utilizacién de escaneres laser o la deteccion mediante camaras
CCD. El fundamento de estos dispositivos es la emision de un haz de luz de
una determinada longitud de onda (excitacion), capaz de estimular la liberacién
de un fotdon en una longitud de onda distinta por parte del marcador
fluorescente, y la posterior deteccidon de estos fotones mediante un dispositivo

recolector.
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En este proceso se generan las imagenes correspondientes al patron de
reacciones positivas y negativas que se han producido en la superficie del chip.
Los datos son adquiridos como una imagen con puntos de diferente intensidad
que deben ser interpretados y transformados. A este proceso se le puede
denominar como procesamiento de las imagenes, y en él se procede a la
interpretacion de las intensidades detectadas en cada uno de los puntos en los
que la reaccién de afinidad ha sido positiva, para ello se usa un hardware de

deteccion.

Posteriormente a la detecciéon de la imagen, los datos pueden ser
almacenados y presentados en diferentes formatos, aunque normalmente se

remiten al investigador en forma de imagen en formato TIFF de 16 bits.

9.2 UTILIDADES DE LOS MICROARRAYS

En la actualidad, esta tecnologia tiene aplicacion en campos tan

diversos como (Clarke et al., 2001):

- Analisis de la expresion génica: se puede determinar cual es el patron
de expresion génica, ademas de cuantificar el nivel de expresion de manera
simultdnea para un elevado numero de genes. Esto nos permite realizar

estudios comparativos de activacion entre genes de tejidos sanos y enfermos.

- Deteccion de mutaciones y polimorfismos: posibilitan el estudio de
todos los posibles polimorfismos y la deteccion de mutaciones en genes

complejos.

- Secuenciacion: se han disefiando microarrays para secuenciacion de
fragmentos cortos de ADN. No existe aun ninguno que permita secuenciar de
novo secuencias largas de ADN, aunque se pueden utilizar como controles de

calidad.

- Seguimiento de terapia: permite valorar rasgos genéticos que pueden

tener incidencia en la respuesta a una terapia determinada.
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- Medicina preventiva: el conocimiento y posible diagndstico de ciertos
caracteres genéticos asociados a determinadas patologias permitiria una

prevencion de las mismas antes de que aparezcan los sintomas.

- Screening y toxicologia de farmacos: se analizan cambios de expresion
génica durante la administracion de un farmaco. También se usa para la
localizacion de nuevas posibles dianas terapéuticas y los efectos toxicoldgicos

asociados.

- Diagndstico clinico: posibilitan la identificacion rapida de los patégenos

empleando determinados marcadores genéticos.

9.2.1. ESTUDIO DE PATRONES DE EXPRESION GENICA COMO PRONOSTICO
DE RESPUESTA A UN TRATAMIENTO EN CANCER

Una de los principales objetivos en el campo de la investigacidon sobre el
cancer es el estudio de marcadores que puedan predecir la respuesta a un
tratamiento determinado. Esta respuesta viene mediada por la expresion de un
alto numero de genes que, sin embargo, pueden ser estudiados mediante los

microarrays de ADN.

Se conocen multiples ejemplos del empleo de patrones de expresién
como predictores de respuesta a tratamiento. Asi, Rosenwald et al. (2002) han
estudiado mediante microarrays pacientes con linfoma B difuso de células
grandes, confirmando la existencia de cinco patrones de expresién diferentes,
cada uno con prondsticos diferenciales. Caracteristicas como el patrén de tipo
centro germinal se asocié a un buen pronéstico, mientras que la expresion de
genes proliferativos se asoci® a un mal pronéstico. Ademas, todos los
pacientes recibieron el tratamiento estandar de este tipo de linfoma, por lo que
los resultados de expresion también han podido ser utilizados para elaborar

predictores de respuesta a dicho tratamiento.

También existen diversos estudios en cancer de mama (Sorlie et al.,

2001; van’t Veer et al., 2002) que coinciden en sefalar al estatus del receptor
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de estrégenos (RE) como el elemento de mas impacto en el perfil de expresién
del cancer de mama. También en este tipo de cancer, se han desarrollado
estudios de cambios en los perfiles de expresion génica como respuesta a un
determinado tratamiento, identificando genes claramente implicados con la

respuesta a farmacos (Jazaeri et al., 2002).

En cancer de pulmén se ha conseguido, usando técnicas de
microarrays, el establecimiento de diferentes grupos de prondstico. Asi, el
adenocarcinoma de pulmén se dividen el tres subgrupos, siendo el de peor
prondéstico aquel que expresa genes de diferenciacion neumocitica y actividad

proliferativa (Virtanen et al., 2002).

Ademas, el uso de estas técnicas permitira, en el futuro, el uso de
terapias individualizadas frente al cancer. En cancer de mamay melanomas se
ha demostrado que tumores distintos procedentes del mismo paciente
presentan patrones de expresidon mas similares que si comparamos el mismo
tipo de muestra procedente de diferentes pacientes (Sotiriou et al., 2002; Wang
et al., 2002).

9.2.2. USO DE MICROARRAYS PARA LA ELABORACION DE UNA TAXONOMIA
MOLECULAR DEL CANCER

Otra gran utilidad que ofrecen los arrays es su empleo para clasificar
cualquier tipo de tumor de manera rapida y efectiva, con el objetivo final de
elaborar una clasificacion de tumores que sea universal (Wooster, 2000). Asi,
cuanto mayor sea nuestra capacidad para clasificar un tumor de forma clara,
tendremos informacion mas fidedigna referente al comportamiento de ese
cancer (resistencia a tratamientos, metastasis, etc.) y mayores seran las

posibilidades de curacion.

Ademas, la tecnologia de microarrays puede usarse para establecer
asociaciones entre un tumor y su linea celular de origen, ayudando en el
pronéstico, ya que la proporcion de genes que aparece diferencialmente

expresada entre ambos tipos es de, aproximadamente, s6lo un 5% (Miller et al.,
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2002). De hecho, la clasificacion taxonémica del cancer deberia basarse en los
tipos histolégicos normales en los que se origina. Por ejemplo, esta relacion
esta demostrada en leucemias y linfomas (Goulb et al., 1999; Ship et al., 2002),
y en tumores primarios de mama, donde existen dos patrones de expresién
semejantes a los encontrados en lineas celulares derivadas de los linajes

basales y luminales (Sorlie et al., 2001).

9.3. PERSPECTIVAS

Como hemos visto anteriormente, el futuro del uso de microarrays
aplicados al campo del cancer pasa por la prediccion de los efectos que
determinados estimulos podrian tener sobre las células cancerosas y por una

mejor clasificacion de los diferentes tipos de cancer.

Con todo esto, el uso de esta metodologia todavia ofrece una serie de
limitaciones que en el futuro deberan ser superadas. A pesar de los esfuerzos
que se estan realizando para la estandarizaciéon de los protocolos de ensayo,
quizas la desventaja principal de esta técnica resida en la variabilidad de los
resultados obtenidos en ensayos similares, lo cual imposibilita la obtencion de
dispositivos clinicos fiables. A ésta limitaciéon se le unen otras como son la
escasa difusion de esta tecnologia, el elevado coste de inversidn o la
existencias de kits comerciales que rara vez se pueden personalizar a las

necesidades del investigador.

En conclusion, el mundo del diagndstico molecular es un campo que
avanza muy rapidamente. El analisis de la expresion global mediante técnicas
de microarrays nos permite conocer, simultdneamente, el estado de miles de
genes de células enfermas. Todo esto, nos podra revelar una valiosa
informacion de la patologia de la enfermedad, su progresion, resistencia a
tratamientos y respuestas a microambientes celulares y, finalmente, llevarnos a
una mejora en el diagndstico prematuro y desarrollo de innovadoras terapias

contra el cancer (Macgregor y Squire, 2002).
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10. NUEVOS FARMACOS SELECTIVOS FRENTE A DIANAS
MOLECULARES DE APOPTOSIS Y CICLO CELULAR

El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en los
procesos de apoptosis y ciclo celular esta permitiendo disefar nuevas
estrategias terapéuticas encaminadas a modularlos y facilitar, asi, el
tratamiento del cancer. Ya existen farmacos ensayados en fase clinica que

actuan sobre dianas reguladoras de estos procesos.

Para comprender el papel de la apoptosis y el ciclo celular en la
carcinogénesis y buscar estrategias adecuadas de tratamiento, es necesario
conocer los mecanismos moleculares que subyacen tras esta modalidad de
muerte celular. El éxito de estas estrategias con actividad selectiva sobre
dianas moleculares de la apoptosis y el ciclo celular permitiria la obtencidn de
nuevos agentes antitumorales mas especificos de pacientes de cancer, con la

consiguiente mejora en su calidad de vida.

10.1. FARMACOS INDUCTORES DE APOPTOSIS

No sélo la proliferacion celular participa en la carcinogénesis, sino que la
inhibicion de los procesos de muerte celular, y concretamente de la apoptosis,
también parece desempefar un papel destacado. No obstante, la supresion de
la apoptosis por si misma no es suficiente para la transformacion tumoral
(Hanahan y Weinberg, 2000). Son muy amplias y variadas las estrategias que
se pueden estudiar dentro de este campo. Asi, para actuar sobre la apoptosis a
nivel de bcl-2 se han desarrollado imitadores de unos de sus antagonistas
directos denominado BH3, con gran poder antineoplasico (Baell y Huang,
2002).

Otra diana muy estudiada son los receptores de quimioquinas (MCP)
que tienen capacidad para inducir apoptosis en muchos tipos celulares. Uno de

los mas estudiados es el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), prototipo de
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inductor de apoptosis (Simstein et al., 2003).

Existen pequefias moléculas que disparan una salida programada del
ciclo celular e inducen apoptosis, por lo que tienen un potencial clinico inmenso
para el tratamiento del cancer. Recientemente una clase de antibibticos
conocidos como inhibidores de bombas V-ATPasa han mostrado una alta
selectividad citotoxica sobre una gran variedad de lineas celulares
cancerigenas. Asi, la apoptolidina induce apoptosis en células transformadas
con el oncogen E7A, mientras que no muestra ningun efecto sobre células

normales (Kim et al., 1997).

10.2. FARMACOS MODULADORES DEL CICLO CELULAR

10.2.1. INHIBIDORES DE QUINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS

La alteracion en la regulacion del ciclo celular es una propiedad presente
en muchos tipos de cancer. Por ello, se han desarrollado diferentes farmacos
que actuan modulando estas alteraciones. Ningun grupo de proteinas
reguladoras esta mas intimamente ligada a la progresion de ciclo celular como

las quinasas dependientes de ciclinas.

Los analogos de purinas representan un grupo de inhibidores
especificos de las quinasas dependientes de ciclinas con gran potencial. Una
de ellas es la olomucina, un potente inhibidor de las CDK1, 2 y 5 pero
relativamente inerte sobre CDK4 y 6, que produce inhibiciéon de la transicion
G1/S y G2/M/G4, deteniendo a las células en las fases G y G, (Meijer et al.,
1997).

El desarrollo de inhibidores de CDK basados en una estructura

flavonoide proviene de la observacion de los efectos antiproliferativos que tiene
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el flavonoide natural quercetin (Sielecki et al., 2000). El flavopiridol detiene a las
células en las transiciones G+/S y en G,/M, actuando sobre la actividad protein-
quinasa de las CDK1, 2 y 4, mostrando un gran efecto antiangiogénico
(Senderowicz, 1999).

Un nuevo tipo de inhibidores son las paullonas, que surgen de la
busqueda de moléculas que pudieran tener las mismas propiedades
antiproliferativas que el flavopiridol (Zaharevitz et al.,, 1999). La kenpaullona
inhibe a los complejos ciclina B/CDK1, ciclina A/CDK2, ciclina E/CDK2, y
p25/CDK5, mostrando una Clsg en un rango de 0.5-10 yM. Esta actividad

inhibidora da lugar, en ultimo lugar, a una parada de las células en la fase G.

La butirolactona fue identificada como inhibidora de la ciclina B/CDC2 y
es relativamente inerte sobre CDK4 y PKC, induciendo parada de las células

en G,/M al bloquear la fosforilacion de las histonas (Kitigawa et al., 1994).

10.2.2. INHIBIDORES DE LA PROTEINA QUINASA C

La proteina quinasa C (PKC) tiene un papel muy importante en la
proliferacion y diferenciacion celular. La estaurosporina es un producto natural
inhibidor relativamente especifico de la PKC, que también muestra inhibicion
sobre ciclina A/CDK?2 y ciclina D/CDK4 (Gadbois et al., 1992). Se ha observado
que este compuesto produce la parada de las células normales en la fase Gy,
mientras que es relativamente inefectivo en la detencién del ciclo celular de
células tumorales (Bruno et al., 1992), pudiendo ser util su uso para proteger
células normales cuando se usen farmacos que tengan efectos citotdxicos
sobre células proliferativas (Chen et al., 2000). El UCN-01 es un derivado de la
estaurosporina y, ademas de inducir apoptosis, produce parada en la fase G, al
inhibir directamente las CDK1, 2y 4 (Fuse et al., 2005).
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10.2.3. INHIBIDORES DE LAS PROTEINAS TIROSINA QUINASAS

Las proteinas tirosina quinasas (PTKs) se encuentran activas de forma
constitutiva en muchos tipos de cancer, lo cual suscita un gran interés en la
busqueda de inhibidores de las mismas (Jimeno, 2005). La lavendustina A ha
sido identificada como un potente inhibidor de varios tipos de PTKs, incluyendo
el receptor de EGF (Cammisuli et al., 1996). Sin embargo, la relacién entre las
propiedades antiproliferativas de este compuesto y su capacidad inhibitoria de
las PTKs es cuestionable, ya que también se ha mostrado como un inhibidor

moderadamente efectivo de la polimerizacion de tubulina.

10.2.4. INHIBIDORES DEL PROTEOSOMA

El proteosoma tiene un papel clave en la regulacion positiva y negativa
del ciclo celular, ya que existe una larga lista de proteinas esenciales para un
desarrollo normal del ciclo celular que son reguladas por éste. EI PS-341
(bortezomib, Velcade®), autorizado para combatir el mieloma mudiltiple, inhibe de
forma especifica a la fraccién 20S del proteosoma, acumulando ciclinas Ay B,
con lo que detiene las células en las fases S y G,, ademas de inducir apoptosis
(Adams y Kauffman, 2004).

La epoxomicina fue aislada de un actinomiceto y tiene actividad
antitumoral frente al melanoma B16 (Hanada et al., 1992) demostrando una
gran especificidad hacia el proteosoma. El agente antimitético aclacinomicina A
es el primer inhibidor del proteosoma no peptidico que se describié (Figueiredo-
Pereira et al., 1996), y muestra una discreta selectividad sobre el proteosoma
20S.

10.2.5. INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD HISTONA DESACETILASA
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La metilacion, acetilacion, fosforilacion o ubiquitinacion de las histonas
induce cambios conformacionales en el ADN que se asocian a ellas, lo que
sirve para modular el reconocimiento de ciertos promotores del ADN por parte
de factores de transcripcién. Las partes con bajo nivel de acetilacién del
genoma son generalmente poco transcritas, sugiriendo que la modificacion
covalente de las histonas es un método para regular la transcripcion de

proteinas.

La tricostatina, una pequefia molécula inhibidora de la desacetilacion de
las histonas, detiene a las células en las fases G4y G, del ciclo celular y
provoca un aumento en los niveles celulares de ciclina A (Herold et al., 2002).
La trapoxina es también un potente inhibidor de la desacetilaciéon de histonas
que muestra competitividad con la ftricostatina, sugiriendo que ambas

moléculas comparten el mismo modo de accion.

La inhibicion de la desacetilacion de histonas se considera actualmente
una potente estrategia terapéutica contra el cancer (Schmidt et al., 1999). Asi,
el MS-275 induce acumulacion de p21 y detencion del ciclo celular (Ryan et al.,
2005), y el depsipéptido detiene las células en Gy y G, siendo muy usado

frente a linfomas (Piekarz et al., 2001).

10.2.6. MOLECULAS QUE ACTUAN SOBRE EL CITOESQUELETO

Los microtubulos, que muestran una gran actividad durante la mitosis,
son otra diana de una gran cantidad de moléculas que producen parada de las
células en la fase M. La elongacion y contraccién de los microtubulos buscando
la unioén a los cinetocoros tipifica el comportamiento mitético de una célula. La
estabilizacidon o desestabilizacion de los microtubulos en esta etapa critica
puede servir para provocar la parada del ciclo celular. Una molécula clasica de
unién a microtubulos es la colchicina, que despolimeriza a los microtubulos

citosélicos a alta concentracion, mientras que a baja concentracion inhibe esa
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despolimerizacién, consiguiendo en ambos casos la parada del ciclo celular.
Cabe destacar, las moléculas epotilona A/B, discodermolide y paclitaxel
(Taxol®) que compiten con la colchicina por su diana en los microtubulos, pero
por el contrario inducen detencion del ciclo celular mediante la estabilizacién de

tubulina.

Ademas, un gran numero de moléculas producen arresto del ciclo celular
mediante su interaccion con actina. Asi, las dolastatinas son un grupo de
moléculas de unién a actina que producen detenciéon en la fase G,/M al

provocar la reorganizacion de los filamentos (Posey y Bierer, 1999).
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Los objetivos planteados en el presente trabajo de investigacion han sido:

- Analizar la actividad citotoxica de nuevos O,O-Acetales y O,N-Acetales
ciclicos y aciclicos sobre lineas celulares normales y tumorales de estirpe

epitelial mamaria y de colon.

- Evaluar el efecto de los compuestos mas activos sobre la distribucion

de las células en las diferentes fases del ciclo celular.

- Valorar la capacidad de estos compuestos de inducir apoptosis y/o

necrosis en las 4 lineas celulares empleadas.

- Analizar las modificaciones en la expresion génica producida por los
farmacos seleccionados, con objeto de esclarecer las dianas moleculares sobre

las que actuan.
- Establecer las posibles diferencias en los mecanismos de accion de
estos farmacos sobre las células de estirpe mamaria con relacion a las de

colon.

- Valorar el efecto lesivo de los compuestos sobre las células normales

frente a las tumorales.

- Proponer los farmacos mas interesantes para un posible uso en

ensayos, preclinicos y clinicos, de tratamiento de cancer de mama y/o colon.
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1. CULTIVOS CELULARES
1.1. LINEAS CELULARES

Para el desarrollo de los diferentes ensayos, seleccionamos las lineas
celulares IEC-6 (referencia ATCC n° CTR-1592), procedente de epitelio del
yeyuno de rata, la HT-29 (referencia ATCC n° HTB-38), derivada a partir de
un adenocarcinoma de colon humano, la MCF-7 (referencia ATCC n°® HTB-
22), establecida a partir de un adenocarcinoma de mama metastatico, y la
MCF-10A (referencia ATCC n° CRL-10317), una linea celular mamaria no
tumoral inmortalizada. Todas las lineas celulares fueron obtenidas a través
del servicio de cultivos celulares del Centro de Instrumentacion Cientifica de

la Universidad de Granada.

1.2. CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos se mantuvieron en frascos estériles tipo Falcon (de 25 6 75
cm?, Sarstedt), en estufa (Steri-Cult CO; Incubator, Thermo Electrén
Corporation, USA) a 37°C con una atmosfera de 5% de CO; y 90% de
humedad. La manipulacion de los cultivos se realizd, bajo condiciones de
esterilidad, en cabina de flujo laminar (Aura Vertical S.D.4, Bio Air Instruments,

Italy)

Para el cultivo se utilizaron diferentes medios, segun la linea celular:

- Para las lineas celulares MCF-7 y HT-29, se usé el medio Dubelcco’s
Eagle modificado (DMEM) (Gibco, USA) (13,37 gr de medio base),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), inactivado en calor humedo a 56°C durante 30 minutos. El medio
fue tamponado con 27 ml de NaHCOs3 al 7,5% y 10 ml de buffer Hepes 1M pH
7,2 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), y suplementado con 40 mg/I de
gentamicina (Antibiéticos S.A), 500 mg/l de ampicilina (Antibidticos S.A), 10 ml
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de L-glutamina 200 mM (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA), y agua
bidestilada, c.s.p. hasta 1000 ml.

- Para la linea celular IEC-6, se us6 el medio anterior, reduciendo el
suero bovino fetal al 5% y suplementado con 0,1 IU/ml de insulina de pancreas
bovino (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

- Para la linea celular MCF-10A, se us6 el medio DMEM-F12
1:1(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), suplementado con 5% de
suero de caballo descomplementado (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), 10 pg/ml de insulina de pancreas bovino (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), 100 ng/ml de toxina colérica (cedida por el servicio de
cultivos celulares del Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad
de Granada), 0.5 pg/ml de hidrocortisona (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y 100 pg/ml penicilina/estreptomicina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Todos los medios de cultivo, una vez preparados, fueron filtrados con
filtros estériles de 0,22 ym Millex (Millipore, France) y conservados en frascos

estériles.

Los diferentes cultivos, conforme alcanzaban la confluencia, tuvieron

que ser resembradas en nuevos Falcons. Para ello:

- Se desech6 el medio de cultivo y lavamos dos veces con PBS
(Tampon salino de fosfato, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), con un
volumen de 0,2 ml/cm?. De esta manera, eliminamos todo el suero que inhibe
la accion de la tripsina.

- Se afiadié 0,1 ml/cm? de tripsina-EDTA previamente calentada hasta
37°C (0,25% Tripsina, 0,02% EDTA en PBS, Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO, USA). Se cubri6 la superficie de células durante unos 15-30 segundos.
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Posteriormente, se retiré casi todo el volumen de tripsina dejando tan solo unas
gotas.

- Se incubd durante 15 minutos a 37°C en estufa de CO..

- Se le afadié 0,1-0,2 ml/cm? de medio de cultivo fresco y se dispersaron
los agregados celulares con ayuda de una pipeta pasteur.

- Tras esto, se centrifugd a 600 x g durante 5 minutos, se desecho el
sobrenadante y se resuspendid el boton celular en su respectivo medio
completo.

- Posteriormente, se realizdé un contaje con camara de Neubauer (Zuzi
Corp., France), y se diluyé hasta obtener una concentracién de 0,5 x 10°
células/ml.

- Por ultimo, se sembraron en nuevos frascos tipo Falcon.
1.3. CONGELACION DE LAS LINEAS CELULARES

Los cultivos celulares, para su almacenamiento, fueron congeladas en
nitrégeno liquido a -196°C. Para ello, se dispusieron en medio de congelacion
constituido por suero fetal bovino (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
inactivado en calor humedo a 56°C durante 30 minutos, y dimetil sulfoxido
(DMSO, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) al 10%. Para ello:

- Las células fueron despegadas de los frascos de cultivo mediante el
protocolo descrito anteriormente.

- El botdén celular se resuspendié en medio de congelacion a razén de
0,5 x 10° células/ml.

- Se introdujeron inmediatamente en criotubos (Nunc, USA) que fueron
llevados al Banco de Lineas Celulares de Andalucia del Hospital Clinico San
Cecilio, donde se llevé a cabo una congelacién progresiva que garantiza una
mayor viabilidad de los cultivos celulares. Se usé un congelador Kryo 360M-1.7
(Planer PLC, UK) y el protocolo de congelacién que aparece en las figuras 5 y
6, alcanzando una temperatura final de -130°C.

- Por ultimo, los criotubos fueron introducidos en contenedores de

nitrégeno liquido.

73



Octavio Caba Pérez Material y Métodos

FIGURA 5. PROTOCOLO DE CONGELACION

FIGURA 6. CURVA DE CONGELACION

1.4. DESCONGELACION DE LAS LINEAS CELULARES

La descongelacién de los criotubos, con los cultivos celulares, también
se realizé en del Banco de Lineas Celulares de Andalucia del Hospital Clinico
San Cecilio, de manera progresiva en un congelador Kryo 360M-1.7 (Planer

PLC, UK) mediante el siguiente patron de descongelacion (figuras 7 y 8):
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FIGURA 7. PATRON DE DESCONGELACION

FIGURA 8. CURVA DE DESCONGELACION

A continuacion:

- Se limpié externamente el criotubo con alcohol al 70% y se abrié en
condiciones de esterilidad.

- Tras ello, se resuspendieron las células en medio de cultivo estéril a
37°C. Se lavaron dos veces con PBS para eliminar los restos de DMSO.

- Se resuspendid el botdn de células en medio de cultivo estéril completo
y, tras realizar un contaje con camara de Neubauer, se diluyeron hasta obtener
una concentracion de 2 x 10* células/ml.

- Por ultimo, se sembraron en nuevos frascos.
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2. FARMACOS

Todos los compuestos, usados en los diferentes experimentos, fueron
disefiados y sintetizados en colaboracidn con el grupo de investigacion dirigido
por los profesores Dr. Antonio Espinosa y Dr. Joaquin Campos del

departamento de Quimica Farmacéutica de la Universidad de Granada.

Estos fueron disueltos en DMSO a la concentracion deseada para cada
experimento, de manera que la cantidad final del disolvente en el medio de
cultivo no supero el 1% en ningun caso. Del mismo modo, utilizamos controles
de DMSO de forma independiente y a las mismas concentraciones que los
farmacos a los que diluye. Los efectos fueron eliminados de los resultados
globales obtenidos con las técnicas realizadas en nuestro estudio, de tal modo
que dichos resultados corresponden exclusivamente a la accién de los

compuestos.

Los compuestos que se utilizaron se clasificaron en 8 familias:

2.1. FAMILIA 1: O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 1,4-BENZODIOXEPINICA (tabla 1):

TABLA 1. Clso DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES
CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 1,4-BENZODIOXEPINICA”, EN LA LINEA
CELULAR MCEF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)

TRE 259,26 @C} ‘‘‘‘‘ NtN\%NHZ

O
MOC 289,28 @NN@H%
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
OMe
0 N
DAVID 393,37 3 ) NH—co@
d =
ESB-974BS/AS 362,36 o— . o
@}N}V '\1 NH
O
o —
ESB-930A 260,25 @Q}”;N\fo
(e}
o Cl
GP-1 302,50 <
@} N\\ . /)N
o) Oy
GP-2 260,00 W
O
O
O p—
GP-3 260,00 @} ‘‘‘‘‘ ”;N\HFO
o
(0]
MDG-752A 180,20 L om
D,
MB-90A 302,72 L e
Cl
o Cl
MB-90B 302,72 @}1 o
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)

NMe,

O
MB-IIIA 311,14 @@t Oy
o] N —
N N

0]
e N\
MB-IIIB 283,11 o Lk
NH,

o NH,
MB-IIIC 283,11 @}t )

o —N
KS-89C 260,13 @Q}““;NH“Z
(0]
(0]
e N\
BDM-69C 347,13 @} Ik
Br

(o)
KS-70A 300,13 @Ot ‘ N
o X _N
N

0]
KS-70B 300,13 @@t Oy
o L _
N° °N

44444 N\ Cl
KS-47A 337,02 @> lN\ e

Cl

Cl

(0]
KS-47B 337,02 g

° k\N N/)\CI

0}
. N\
BDM-185A 394,03 e A
|
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)

KS-193B 394,03 @Qx """"" )
N

0o —N
KS-89C 261,26 L) e

oy N\
KS-171C 336,27 o e

KS-171D 336,27 L v

KS-214D 344,37 @@3 """"" N=— "N
N

e N\
KS-214B 344,37 o LI
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2.2. FAMILIA 2: O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 4,1-BENZOXATIEPINICA (tabla 2):

TABLA 2. Clsp DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES
CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 4,1-BENZOXATIEPINICA”, EN LA LINEA

CELULAR MCEF-7.

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
(u) Me
S p—
MN-56B 306,34 @@}“N;N%o
o
o\\S//o
MN-64B 228,27 @@)_OMG
o]
MN-28D 294,30 @} ,,,,, o
(0]
MN-40C 290,34 @} ----- Vo
(0]
S —
MN-44B 292,37 @@}N;NZ:O
(6]
Br
S —
MN-48C 355,21 @@}M“;N%O
(0]
s CF3
MN-52B 344,04 @@}NMH o
0
S
MN-24B 196,26 CLgow
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
00
MN-76C 308,31 SN
e
(0]
0
S
MN-72C 292,31 @@W ~~~~~ NQFO
O NH
2 isomeros O
S
MN-84D 318,78 O NO/YN\WN
§ Cl
s Cl

MN-116B 318,78 @Q}L I
N N

MN-80C 350,78 @@

o._,0
\\S//
MN-92B 350,78 N s
©/\/> '\LN‘ /wN
Cl
S
e N\
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OMe
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g cl
MN-88C 334,78 @Q}L I
2isémer§s "
O\é//o Me
MN-170B 322,34 g o
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
MN-88B 334,78

g cl

2.3. FAMILIA 3: O,0-ACETALES Y O,N-CETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 1,4-BENZOXAZEPINICA (tabla 3):

TABLA 3. Clsp DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,0-ACETALES Y O,N-CETALES
CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 1,4-BENZOXAZEPINICA”, EN LA LINEA

CELULAR MCEF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
NO,
e
MDG-430A 364,37 N
@&\/“OMe
o
MDG-612B 462,40 OZSN ﬁNf{
DMN/%NH °
(e}
A
MDG-616A 283,32 N
C&wwom
o
NO,
e
MDG-612C 462,40 NX/ O \H
N
© OHF
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
CFs
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N
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O™ oMe
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\/ ONOMe
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cHr )
MDG-804B 269,34 @LN/}”OMF-‘
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
MDG-791D 401,46 OTO @
@&\W“OMe
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
HZN\/©
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
CH=0
MDG-918C2 207,23 N
©;} OMe
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HNK\ ‘ /)N Q’
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2.4. FAMILIA 4: O,N-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL
SALICILICO (tabla 4):

TABLA 4. Cls, DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,N-ACETALES ACicCLICOS
DERIVADOS DEL ALCOHOL SALICILICO”, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
(@)
LK
ESB-946C 337,28 N0
/©io/%OMe
N OH
(o]
‘ NH
ESB-948A 371,18 /@i’ Jb;
Br OH
o
NH
ESB-950C 326,73 o

ESB-954B 288,11 @[()HA/N 5
= "~ OMe

ESB-912C 340,31 e

COOP 425,43 OHENDfNchOPh

ESB-966D1 425,16 LA

N @]

MeO oH
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
NH,
N— SN
ESB-968 313,12 </N ‘ N/)
) ’ /@ivi”"owle
MeO OH
(e}
ol
GP-4 292,29 07 "N

2.5. FAMILIA 5:
TIOSALICILICO (tabla 5):

O,N-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS

DEL ALCOHOL

TABLA 5. Clsy DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,N-ACETALES ACicCLICOS
DERIVADOS DEL ALCOHOL TIOSALICILICO”, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
(@]
“j\ \
MN-32C 276.31 07N
©/\S/QM~'OMe
OH
Cl
</N‘ SN
MN-80D 382,82 o0 0 NN
S ome
CC o
N
CT N
N -
MN-80E 382,82
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NOMBRE

PESO
MOLECULAR
(g/mol)

ESTRUCTURA

MN-36D

322,38

MN-80E

382,82

MN-80D

382,82

MN-84C

318,78

MN-116C

318,45
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2.6. FAMILIA 6: ON-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL
ANTRANILICO (tabla 6):

TABLA 6. Clsp DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,N-ACETALES ACICLICOS
DERIVADOS DEL ALCOHOL ANTRANILICO”, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
N
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
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2.7. FAMILIA 7: O,N-ACETAL ACICLICO CON EL GRUPO AMIDA (tabla 7):

TABLA 7. Cls, DEL COMPUESTO DE LA FAMILIA “O,N-ACETAL ACiCLICO CON EL GRUPO

AMIDA’", EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
N
H </NI;N
MN-184D 347,76 NTY

N
CLr !
OMe

OH

2.8. FAMILIA 8: OTROS COMPUESTOS (tabla 8):

TABLA 8. Cls, DE “OTROS COMPUESTOS”, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE | MOLECULAR ESTRUCTURA
(g/mol)
O
5-FU 130,10 N
O%\N‘
H
O
F
FTORAFUR 200,16 OHLJN\J/
@
Cl
CLOROPURINA| 154,56 g
N
H
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3. CURVAS DE ABSORBANCIA PARA LA CUANTIFICACION DEL NUMERO
DE CELULAS

Con objeto de cuantificar el numero de células en los cultivos
experimentales, se sembraron por cuadruplicado cantidades conocidas de
células de las 4 lineas (10000, 20000, 30000, 40000, 60000 y 120000) en
placas de 24 pocillos (lwaki Microplate, Japan). Tras esperar 24 horas para que
las células se pegaran a la superficie de la placa, se estudié su absorbancia
mediante el método de tincién con Sulforrodamina-B (SRB) siguiendo el

protocolo propuesto por Papazisis et al. en 1997

- Se adicion6 300 ul de acido tricloroacético (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) frio (4°C) al 10%, y se dejé en la nevera a 4°C durante 30
minutos.

- A continuacion, se lavo 3 veces con agua destilada, y se dejo secar a
temperatura ambiente durante 24 horas.

- Tras este tiempo, se afnadié 500 ul de SRB al 0.4% en acido acético
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) al 1% y se dejé 20 minutos a
temperatura ambiente.

- Se elimind la SRB sobrante y se lavaron las placas con acido acético al
1% tres veces.

- Se solubilizé la SRB fijada a las células con 500 pl de una solucion
10mM Tris-base pH 10.5 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) en
agitacion suave (figura 9).

- Se transfirieron alicuotas de 100 pl a placas de 96 pocillos (lwaki
Microplate, Japan) por triplicado y se leyeron en un colorimetro (Multiskan EX,

Thermo Electron Corporation, USA) a 492 nm.
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FIGURA 9. PLACA DE 24 POCILLOS PARA LA CURVA DE ABSORBANCIA DE LINEA IEC-6.
SE OBSERVAN LAS CELULAS TENIDAS CON SRB A CONCENTRACIONES CRECIENTES.

Los valores de densidades Opticas se obtuvieron usando un programa
informatico llamado “Ascent Software for Multiskan” para Windows v.2.6
(Thermo Labsystems, USA). Posteriormente, se llevd a cabo un andlisis de
regresion, con la finalidad de establecer la funcion matematica que relaciona el
valor del numero de células sembrado con las densidades épticas obtenidas.
Para ello se uso el programa estadistico Statgraphics plus para Windows v.5.1,
(Statistical Graphics Corp, 2000).

4. INDUCCION DE LAS LINEAS CELULARES CON FARMACOS

Se siguio el siguiente protocolo con todas las lineas celulares:

- Las células se despegaron de la superficie de los frascos de cultivo con
tripsina-EDTA (0.25% Tripsina, 0.02% EDTA en PBS, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) durante 15 minutos a 37°C en estufa de CO,_ Se lavaron dos
veces con PBS a 4°C mediante centrifugacién a 600 x g durante 5 minutos.

- Se diluyeron, en su respectivo medio de cultivo, hasta obtener
suspensiones celulares que posteriormente fueron sembradas sobre diversos

soportes estériles, segun el caso.
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- Tras 24 horas de cultivo, se realizdé la induccion con los diferentes
farmacos afnadiendo las concentraciones deseadas de cada uno de ellos. Cada
compuesto permanecio en contacto con las células durante un tiempo variable,

dependiendo del tipo de experimento a desarrollar.

Se utilizaron como control para cada experimento cultivos paralelos de
células de las 4 lineas sin adicién de drogas. En todos los experimentos el

medio de cultivo se reemplazé cada 72 horas, en su caso.

5. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Se calcularon las Clsg para cada uno de los diferentes compuestos. Para
ello 0,5 x 10* células/cm? de las diferentes lineas fueron sembradas en placas
de 24 pocillos (lwaki Microplate, Japan) e inducidas durante 6 dias a
concentraciones crecientes de los farmacos seleccionados, reemplazando el
medio de cultivo y adicionando la cantidad correspondiente de cada farmaco a
los tres dias de cultivo. Tras esto, se llevd a cabo una tincion con
Sulforrodamina-B, tal y como se explica en el apartado 3 de material y
métodos. Se hicieron graficas que relacionaron la concentracién del compuesto
considerado (eje X), con el valor del numero de células existente para cada
caso (eje Y). Esta cantidad resulta de la transformacion del valor de la densidad
Optica obtenida, mediante la recta de regresiéon antes descrita. Finalmente,
sobre las graficas, se determiné el valor de la concentracion del compuesto que

produjo una reduccion del 50% de la poblacién celular (Clsp).

6. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DEL CICLO CELULAR

Para el estudio del posible efecto de los diferentes farmacos sobre la
distribucion del ciclo celular, se sembraron 7 x 10° células de las diferentes
lineas en Falcons de 25 cm? y fueron inducidas con los diferentes farmacos a
su respectiva Clso durante 48 horas. A partir de entonces:

- Se levanté la monocapa celular con una solucién de PBS-EDTA
(0.02% EDTA en PBS) incubando en estufa a 37°C durante 15 minutos.
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- La suspensién celular se dispuso en tubos Facs y se lavo dos veces
por centrifugacién durante 10 minutos a 400 x g con la solucién tampén. Esta
estaba constituida por 1 gr de glucosa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) en 1 | de solucién salina de fosfato (PBS) sin iones Ca™ ni Mg™".

- Se fij6 en 1 ml de etanol al 70%frio (-20°C) durante 12 horas a 4°C.

- Tras este tiempo, las células se centrifugaron a 1500 x g durante 5
minutos, y se lavaron 2 veces con la solucién tampon.

- Para su tincion, se resuspendieron con 1 ml de una solucién de ioduro
de propidio (50 ug/ml de IP, 100 U/ml de RNasa en la solucién tampdén, ambas

de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) durante 30 minutos en oscuridad.

Como control se uso la linea parental sin adicion de farmaco. Las
muestras fueron leidas, dentro de las 2 horas posteriores a la tincion con ioduro
de propidio, mediante citometria de flujo por FACScan. Se us6 un citometro de
flujo “VANTAGE” (Becton Dickinson, San José, CA, USA), del Centro de
Instrumentaciéon Cientifica de la Universidad de Granada, que dispone del
software de analisis del ciclo celular CellFIT. Todos los experimentos fueron

llevados a cabo por duplicado.

7. ENSAYO DE VIABILIDAD, NECROSIS Y APOPTOSIS

Se analizo el posible efecto de los farmacos sobre la apoptosis de los
cultivos. Para ello se utilizé el Kit TACS™ Annexin V-FITC (Pharmingen)
que, ademas, contiene ioduro de propidio, con lo que se pudo distinguir, no
sblo células apoptodticas, sino también necréticas y viables. Utilizamos dos

técnicas diferentes:

7.1 ESTUDIO MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Para ello, se dispusieron 5 x 10° células de cada linea celular en Falcons
de 25 cm?, y se trataron con los diferentes farmacos a su correspondiente Clsg
durante 24 y 48 horas. El protocolo que se siguio fue el siguiente:

- Las células se levantaron con PBS-EDTA siguiendo el protocolo

descrito anteriormente.

98



Octavio Caba Pérez Material y Métodos

- La suspension celular se dispuso en tubos Facs y se lavaron dos veces
por centrifugacion durante 5 minutos a 500 x g con 500 pl de PBS frio (4°C).

- A continuacion, cada muestra se resuspendid en 100 pl de una
suspension compuesta por 1 pl de la solucion de anexina V, 10 ul de binding
buffer, 10 ul Pl y 79 ul H,O. Después, las células se incubaron en oscuridad
durante 15 minutos a 4°C.

- Finalmente, se afiadi6o 400 pl de la solucion de binding buffer y se

procedio a su analisis por medio del FACScan.

Se prepard, ademas del control habitual de células sin farmacos, otro
control negativo de la técnica, para descartar posibles fendmenos de
autoflorescencia celular, en el que se analizaron células sin farmacos y sin tefir
con anexina ni ioduro de propidio. Las muestras se analizaron por el Dr. Jaime
Lazuén Alcon mediante citometria de flujo por FACScan, usando un citometro
de flujo “WVANTAGE” (Becton Dickinson, San José, CA, USA) perteneciente al

Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

7.2 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL

Las muestras fueron inducidas con los distintos farmacos durante 48
horas y procesadas con el kit de apoptosis, de igual manera que para el estudio
con citometro de flujo. A continuacion, 10 ul se depositaron en un porta y se
analizaron mediante microscopia confocal utilizando un microscopio C. Zeiss
EM 902 (Carl Zeiss Optical, Inc., Oberkochen, Germany) del Centro de

Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

8. ESTUDIO MORFOLOGICO DE LAS LIiNEAS CELULARES POR
MICROSCOPIA OPTICA

Las cuatro lineas celulares, en Falcons de 75 cm?, fueron inducidas con
farmacos a su respectiva Clsy durante 48 horas. A continuacién, fueron
observadas mediante microscopio invertido de contraste de fases Nikon Phase

Contrast-2, ELWD 0.3 (Nikon Corp., Japan), en busca de alteraciones
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morfologicas, y fotografiadas con una camara fotografica digital Nikon Coolpix
5400 (Nikon Corp., Japan).

9. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA POR MICROARRAYS
9.1. EXTRACCION DEL ARN TOTAL

Para estudiar la modificacion del patrén de expresion génica que
producian los compuestos se seleccionaron 5 farmacos de las distintas familias
atendiendo a diferentes motivos: Clsg, isomeria, etc. Para ello, cultivos de 8 x
10° células fueron inducidos 48 horas con la concentracion Clsy de estos 5
compuestos, en las diferentes lineas celulares. La extraccion del ARN se
realizé mediante la utilizacion del kit RNeasy Midi (QIAGEN), segun el siguiente

protocolo:

- Las células se despegaron de los frascos de cultivo con una solucion
de PBS-EDTA mediante el protocolo descrito anteriormente.

- Las células se recolectaron en tubos universales de 30 ml (lwaki
microplate, Japan), afiadiéndoles la misma cantidad de PBS. Se centrifugaron
a 600 x g durante 5 minutos.

- Los botones celulares se resuspendieron en 2 ml de trizol, y se
homogeneizaron pasandolos de 8 a 10 veces a través de una aguja de 2 ml.

- Después de 3 minutos a temperatura ambiente, se afadid a las
muestras 800 ul de cloroformo, se mezclé todo bien con vortex y se dejo
reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

- Tras este tiempo, las muestras se pasaron a tubos de 15 ml que
poseen un gel denominado Phase Lock Gel (PLG, Eppendor Corp., Hamburg,
Germany), que optimiza la separacién de la fase de ADN y proteinas de la de
ARN, y se centrifugaron a 2000 x g durante 15 minutos.

- Tras la centrifugacion, la capa superior fue transferida a tubos
universales de 50 ml (lwaki microplate, Japan) y se afadié gota a gota el
mismo volumen de alcohol al 70% previamente preparado.

- El total de la muestra fue volcado en las columnas Rneasy

suministradas en el kit, y se centrifugé 5 minutos a 3000 x g. La fase eluida se
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recogiod, se dispuso otra vez en la columna y se centrifugd de nuevo 5 minutos
a 3000 x g.

- Entonces, la fase eluida se decant6 y afiadimos a la columna 4 ml de
RW; buffer (buffer de lavado), centrifugando a 3000 x g durante 5 minutos. Se
decanto la fase que pasé a través de la columna y afadimos 160 pl de DNasa,
dejandolo actuar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Una vez transcurrido ese tiempo, afiadimos 2 ml de RW; buffer y, tras
esperar 5 minutos, centrifugamos a 3000 x g durante 5 minutos.

- Tras esto, tiramos la fase eluida y afiadimos 3 ml de RPEr (buffer de
lavado al que se le anadié previamente etanol), y se centrifugd durante 5
minutos a 3000 x g. La fase eluida se decanta y, tras afnadir otros 3 ml de
RPEr, centrifugamos a 3000 x g otros 5 minutos.

- Se tomo6 cuidadosamente la minicolumna del tubo recolector y fue
transferida a un nuevo tubo afadiendo 150 pl de Rnase-free water
directamente sobre la membrana, y posteriormente centrifugada durante 5
minutos a 3000 x g. Este ultimo proceso se repiti6 de nuevo y guardamos la

fase eluida en tubos eppendorf (Eppendor Corp., Hamburg, Germany).

9.2. CUANTIFICACION DE ARN

Se llevéo a cabo a una longitud de onda entre 260 nm y 280 nm,
mediante el espectrofotometro Ultrospec 2000 de Pharma Biotech. La lectura
en este intervalo permitié calcular la concentracion de acidos nucléicos en la
muestra mediante la relacion entre la lectura (D.O. 260 nm/ D.O. 280 nm),
teniendo en cuenta que 1 unidad de D.O. a 260 nm es igual a 40 mg/ml de
ARN.

9.3. DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL ARN

Se chequed 1 ug de ARN mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8% durante 2 horas a 80 V. La visualizacién del ARN por transiluminacién
de ultravioleta se realizé en el densitometro Molecular Imager Gel Doc XR
System usando el software Quantity One 4.5.2 (Bio-Rad Laboratorios Inc.,

U.S.A.), y nos permiti6 comprobar que no se encontraba degradado.
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9.4 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Una vez cuantificado y chequeada la integridad del ARN, se mando6 10
Mg diluido en 3 volumenes de etanol puro (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) a la Unidad de Gendmica del Centro Nacional de Investigaiones

Oncolégicas (CNIO) en Madrid para su analisis.

Brevemente el protocolo para el analisis fue:

- Al ARN recibido se le afiadié NaAc pH5 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) hasta 0,3M y 1 ul de carrier LPA (Ambion Inc., Austin, USA).

- Toda esta mezcla, se incubd a -80°C durante al menos 1 hora.

- Tras este tiempo, se centrifugd a 13000 x g (microcentrifuga Eppendorf
p/n 5417R, Eppendor Corp., Hamburg, Germany) durante 30 minutos y se

recogio el boton.

- El botdn se lavé con etanol al 80% (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA).

- Antes del marcaje, el ARN se analiz6 con el Bioanalizador Agilent 2100

(Agilent Tech., Santa Clara, CA., Usa), para comprobar su calidad.

- Una vez comprobado que las muestras tenian la suficiente calidad, se
marco el ARN con el kit Two-Color Microarray-Based Gene Expression Analisis
(Agilent Tech., Santa Clara, CA., USA).

- Posteriormente, se realizé la hibridacion al chip G4110B humano de
Agilent con capacidad para 22 kb, y al G4130B de rata en el caso de la linea
celular IEC-6 (Agilent Tech., Santa Clara, CA., USA).

- Por ultimo, se procedié al escaneado de la imagen de hibridacion.

El propio servicio de la Unidad de Gendmica del CNIO realizé el analisis

de las imagenes de hibridacion, enviando, tras su procesamiento, los datos
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brutos, normalizados y una relacion completa de los genes diferencialmente

expresados y su magnitud.

10. ANALISIS ESTADISTICO Y REPRESENTACION GRAFICA DE LOS
DATOS

El andlisis de los datos de los diferentes ensayos fue realizado utilizando
el programa estadistico Statgraphics plus para Windows v.5.1 (Statistical
Graphics Corp, 2000). Las diferencias estadisticamente significativas se
consideraron con valores de p<0,05. La representacion grafica de los datos
obtenidos se realizd mediante el empleo del software Microsoft Excel 2003

(Microsoft Corporation).
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1. CURVAS DE ABSORBANCIA

Con el fin de obtener curvas patrén que relacionaran la absorbancia con
el numero de células, se sembraron, por cuadruplicado y durante 24 horas,
diferentes densidades de células de las lineas MCF-7, MCF10A, HT-29 e IEC-
6. Los siguientes valores de densidad optica fueron obtenidos tras tincion con
SRB (tablas 9, 10, 11 y 12 respectivamente):

TABLA 9. NUMERO DE CELULAS MCF-7 SEMBRADAS CON SU CORRESPONDIENTE
VALOR DE DENSIDAD OPTICA RESULTANTE.

N° Células D.O. D.O. D.O. D.O.
10000 0,056 0,064 0,054 0,059
20000 0,069 0,081 0,074 0,085
30000 0,093 0,102 0,085 0,092
40000 0,106 0,116 0,112 0,101
60000 0,140 0,130 0,144 0,135
120000 0,240 0,226 0,216 0,219

TABLA 10. NUMERO DE CELULAS MCF-10A SEMBRADAS CON SU CORRESPONDIENTE
VALOR DE DENSIDAD OPTICA RESULTANTE.

N° Células D.O. D.O. D.O. D.O.
10000 0,060 0,057 0,061 0,065
20000 0,080 0,083 0,091 0,074
30000 0,093 0,108 0,089 0,091
40000 0,101 0,119 0,124 0,099
60000 0,143 0,133 0,137 0,149
120000 0,390 0,382 0,299 0,312

TABLA 11. NUMERO DE CELULAS HT-29 SEMBRADAS CON SU CORRESPONDIENTE
VALOR DE DENSIDAD OPTICA RESULTANTE.

N° Células D.O. D.O. D.O. D.O.
10000 0,048 0,056 0,051 0,062
20000 0,060 0,079 0,064 0,084
30000 0,074 0,088 0,071 0,078
40000 0,089 0,090 0,091 0,097
60000 0,108 0,114 0,116 0,134
120000 0,206 0,159 0,208 0,211
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TABLA 12. NUMERO DE CELULAS IEC-6 SEMBRADAS CON SU CORRESPONDIENTE
VALOR DE DENSIDAD OPTICA RESULTANTE.

N° Células D.O. D.O. D.O. D.O.
10000 0,045 0,055 0,045 0,065
20000 0,054 0,057 0,051 0,073
30000 0,072 0,072 0,065 0,073
40000 0,083 0,071 0,085 0,082
60000 0,079 0,090 0,096 0,100
120000 0,129 0,124 0,149 0,137

Estos valores se representaron graficamente y se realizé un analisis de
regresion entre el numero de células y la densidad 6ptica para cada linea
celular (figuras 10, 11 ,12 y 13). Ademas, determinamos la expresion
matematica de la recta de regresién que relacionaba ambas variables junto con

los parametros estadisticos mas relevantes:

MCF-7

H
|

024" T 7T
0,2

4

Densidad Optica
s
AL NN LN B BLELELE R

0 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | : : : | : : : |
0 2 4 6 8 10 12
Células (X 10000)

FIGURA 10. GRAFICA DE REGRESION DE LA LINEA CELULAR MCF-7.

Densidad Optica MCF-7 = 0,0467574 + 0,00000149716 x n° células
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Analisis de la Varianza
Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio Cociente-F P-Valor
Modelo 0,0711303 1 0,0711303 1532,12 0,0000
Residuo 0,00102137 22 0,0000464259
Total (Corr.) 0,0721516 23
Coeficiente de Correlacion = 0,992897
R-cuadrado = 98,5844 porcentaje
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98,5201 porcentaje
Error estandar de est. = 0,00681366
Error absoluto medio = 0,00549781
Estadistico de Durbin-Watson = 1,52982 (P=0,1122)
Autocorrelacién residual en Lag 1 = 0,192091
0 4 _I T T T T T T T T T T T T I_
) B 4
8 - -
B -
7 03¢ :
o) B i
c 0,2 .
O i i
7 ! B ]
(- B i
8 01F : :
O I S S (R S S S SR ST S N S T S A L1
Células (X 10000)

FIGURA 11. GRAFICA DE REGRESION DE LA LINEA CELULAR MCF-10A.

Densidad Optica MCF-10A = 0,0186471 + 0,00000258256 x n° células
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Analisis de la Varianza

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio Cociente-F P-Valor
Modelo 0,21165 1 0,21165 304,22 0,0000
Residuo 0,0153057 22 0,000695713

Total (Corr.) 0,226955 23

Coeficiente de Correlacion = 0,965692

R-cuadrado = 93,2561 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 92,9495 porcentaje
Error estandar de est. = 0,0263764

Error absoluto medio = 0,0200611

Estadistico de Durbin-Watson = 1,89436 (P=0,3830)
Autocorrelacién residual en Lag 1 = 0,0359929

0,24
0,2
0,16
0,12
0,08
0,04
0

o
I

Densidad Optica

6 8 10 12
Células (X 10000)

FIGURA 12. GRAFICA DE REGRESION DE LA LINEA CELULAR HT-29.

o
N
TN

Densidad Optica HT-29 = 0,0419559 + 0,00000127773 x n° células
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Analisis de la Varianza

Fuente Suma de cuadrados GL  Cuadrado medio  Cociente-F P-Valor

Modelo 0,0518077 1 0,0518077 374,91 0,0000

Residuo 0,0030401 22 0,000138186

Total (Corr.) 0,0548478 23

Coeficiente de Correlacion = 0,971891

R-cuadrado = 94,4572 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 94,2053 porcentaje
Error estandar de est. = 0,0117553

Error absoluto medio = 0,00855742

Estadistico de Durbin-Watson = 1,26715 (P=0,0278)

Autocorrelacién residual en Lag 1 = 0,318342

IEC-6

0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
004 .~

Densidad Optica

Células

10

12

(X 10000)

FIGURA 13. GRAFICA DE REGRESION DE LA LINEA CELULAR IEC-6.

Densidad Optica IEC-6 = 0,0466471 + 7,43277 x 107 x n° células
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Analisis de la Varianza

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio  Cociente-F P-Valor
Modelo 0,0175314 1 0,0175314 266,75 0,0000
Residuo 0,0014459 22 0,0000657227

Total (Corr.) 0,0189773 23

Coeficiente de Correlacion = 0,96115

R-cuadrado = 92,3809 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 92,0346 porcentaje
Error estandar de est. = 0,00810695

Error absoluto medio = 0,00684909

Estadistico de Durbin-Watson = 0,889633 (P=0,0012)

Autocorrelacién residual en Lag 1 = 0,526209

Para los cuatro ajustes el valor de p es inferior a 0.01, por lo que existe
relacién estadisticamente significativa entre las variables “Densidad Optica” y

“Numero de Células”, para un nivel de confianza del 99%.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica un 98,58, 93,26,
94,46 y 92,38% de la variabilidad encontrada en “Densidad Optica” para las
lineas MCF-7, MCF-10A, HT-29 e IEC-6, respectivamente. El alto coeficiente
de correlacion en todos los casos estudiados indica una relacion relativamente
fuerte entre las variables. El error estandar de la estimacion puede usarse para
construir limites de la prediccion para nuevas observaciones que se quieran

realizar.

2. CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (Clso) EN LA
LINEA CELULAR MCF-7

En los ensayos de citotoxicidad, la linea celular MCF-7 fue inducida con
cada uno de los farmacos durante 6 dias a concentraciones crecientes, tras lo
cual calculamos la concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de cada uno de ellos,

como se describe en el apartado de material y métodos. Asi, los valores de Clsg
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obtenidos, se representan como la media de cuatro réplicas junto con su

desviacion estandar:

2.1. FAMILIA 1: O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 1,4-BENZODIOXEPINICA (tabla 13):

TABLA 13. Clso DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA “O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES
CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 1,4-BENZODIOXEPINICA”, EN LA LINEA

CELULAR MCEF-7.

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (MM) MCF-7
(g/mol)
o] O%
N
TRE 259,26 P 24,36 + 2,08
OMe fo)
(0]
MOC 289,28 @W ~~~~~ b ™ 49,71 £ 3,44
N
OMe 0
0~ oy
DAVID 393,37 M \ NH—CO@ 34,65 + 0,96
e
o — o]
ESB-974BS/AS 362,36 @} """""" ”?N” 115,80 + 5,96
(0]
o _
ESB-930A 260,25 @O “QHFO 93,27 + 4,87
(0]
o Cl
GP-1 302,50 2,74 0,31
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (MM) MCF-7
(g/mol)
0 O%NH
GP-2 260,00 @Qo NM 29,42 + 0,93
(0]
o _
GP-3 260,00 @O “‘"‘“;N%O 30,62 + 1,05
(¢}
0]
MDG-752A 180,20 @R}”OMG 151,28 + 0,48
D
MB-90A 302,72 @ol I 4.63 £ 0,02
Cl
o Cl
MB-908B 302,72 CLyr L 2,74 + 0,31
o NMe,
MB-IIIA 311,14 | (] = S 59,51+ 8,78
@} '\LN\ N/)N
o
MB-IIIB 283,11 @o ''''' LI 45,75 + 4,51
NH,
o NH,
MB-IIIC 283,11 @@}t e 60,65 + 2,58
o] =N
KS-89C 260,13 P e=r 33,84 + 3,85
o
0]
BDM-69C 347,13 @@}1 [k 3,43 £0,50
N
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
0}
=ft)1A | sSstn)yrit.s 0T Y X +
KS-70A 300,13 ) NK\N‘jN 44,94 £ 9,83
0}
KS-70B 300,13 @}t ' 40,39+ 7,85
03 N__Cl
KS-47A 337,02 L l@* 4,40 + 0,88
Cl
o Cl
KS-47B 337,02 CRENK\N I 1,28 + 0,61
Ow N
BDM-185A 394,03 L LIk 6,75+ 0,23
|
o |
KS-193B 394,03 ) e 4,01+0,33
o _
KS-89C 261,26 (1w 46,16 + 5,34
(6]
D
KS-171C 336,27 s LI 3,21+ 0,40
CF,
o CF3
KS-171D 336,27 Ly L 24,94 1,83
o Ph
KS-214D 344,37 22,80 £ 0,19
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
Ow N
KS-214B 344,37 CRO 44444 NL\NI‘ jN 16,36 £ 0,26

2.2. FAMILIA 2: O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 4,1-BENZOXATIEPINICA (tabla 14):

TABLA 14. Clso DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,0-ACETALES Y O,N-
ACETALES CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 4,1-BENZOXATIEPINICA”, EN LA
LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
9 Me
S p—
- +
MN-56B 306,34 @@}N;N%o 30,05 + 0,10
(0]
o\\s,/o
MN-64B 228,27 -~ one 87,91+7,16
Cy
s F
MN-28D 294,30 Oy 404,16 + 6,83
(e}
s Me
MN-40C 290,34 @0 “”"‘“;N%O 123,53 + 8,81
(e}
s _
MN-44B 292,37 @@XWN%" 107,16 + 4,72
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (UM) MCE-7
(g/mol)
Br
s _
MN-48C 355,21 @@}““;N%O 44,08 £ 0,78
(0]
s {3
MN-52B 344,04 @@}NMH 0 34,94 + 1,47
(0]
S
MN-24B 196,26 (I Jrome 52,28+ 7,24
90
s _
-r6eC | 30831 | [ ] ) +
MN-76C 308,31 @} y 158,43 + 9,38
(0]
0
s _
MN-72D 292,31 @} nnnnn N;N%o 173,32 + 5,93
2 isémeros O
Sw N
MN-84D 318,78 O;o Np\w,q 5,46 + 0,02
Cl
s Cl
MN-116B 318,45 @Q}t\ @ 3,55 + 1,10
N N
O\\S//O Cl
MN-80C 350,78 | 0 \. \ 2,58 + 0,08
@} '\LN \ /)N
O\\S//O
MN-92B 350,78 CRD """"" o B 16,53 + 1,59
Cl
D,
MN-968 314,36 s LI 44,56 + 0,50
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
(0]
g cl
MN-88C 334,78 @;}l \ \/)N 46,33 £ 0,03
2isémer':s §
Q\S//O Me
MN-170B 322,34 @QO“N:,%O 12,74 £ 4,79
(o]
2 cl
S
MN-88B 334,78 | [ M\ N 74,89 + 3,76
@} ’\LN | N/)N

2.3. FAMILIA 3: O,0-ACETALES Y O,N-CETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 1,4-BENZOXAZEPINICA (tabla 15):

TABLA 15. Clso DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,0-ACETALES Y O,N-
CETALES CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 1,4-BENZOXAZEPINICA”, EN LA
LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
o
MDG-430A 364,37 OzSN 44,80 £ 3,84
C&X“OMe
o}
ozi@No%
MDG-612B 462,40 19,33 £ 1,04

Sores
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PESO

N —
o
O )NH
0]

NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
OC%: >
N
MDG-616A 283,32 CQ}NOMG 36,70 2,22
o]
NO,
e
MDG-612C 462,40 Ny O NH 19,81+ 0,08
gy
CF3
N/&O
MDG-292A 275,23 (lw 27,85 + 0,64
Ao
" oMe
OYCFg
MDG-540A 275,23 N 27,39 £ 0,71
@(/w”OMe
O
O,N
MDG-206A 364,37 Ozﬁjg 51,78 + 0,21
(L yome
O
O,N
MDG-607F 462,40 °2§j©0 22,63+ 0,11
- + ,
| SR |
O F
H
N
MDG-484D 179,22 @ ~OMe 81,05 + 2,86
o}
O,N
ozsjg F
MDG-607B 462,40 19,70 £ 0,15
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
CNOCHZCHZCH3
MDG-530B 249,31 (D1 gome 39,84 + 5,35
CH
MDG-804B 269,34 N A 67,23 £ 5,32
@g“"v'OMe
Z4
MDG-791D 401,46 O5-© @ 26,19 + 0,60
T V-ome
(o]
0,8 NO,
N =N
MDG-798D 486,89 @;} ----- N 1,22 £0,12
Cl— N
N—
H2N\/<j
MDG-858B 334,39 028 43,36 + 4,20
@g‘"OMe
@/NHZ
MDG-872B 334,39 023 73,84 + 6,71
@&X“OMe
O
NO,
OZS/©/
MDG-850B2 444,41 "o 39,78 + 2,60
O JNH
o
028
MDG-850C 444,41 ZNXA?\]\FNH 44,28 + 4,65
L e
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PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (MM) MCF-7
(g/mol)
O,N
ozsjg
MDG-864B 444 41 @&X N )—o 45,17 £ 0,48
o )ﬁNH
02Njg
MDG-864C 444 41 023 \%NH 50,90 + 3,87
HoN__
ozsQ
MDG-878A 432,43 N F 54,82 + 1,04
@&X‘ N
o NH
o
NO,
Qr
MDG-798C 486,89 OZSNw N 2,73 0,17
[I N
© NC[\%*CI
O,N
ozﬁjg
- =N
MDG-884B 486,89 @&}"Nf 0,92 + 0,01
Cl \NJN
Me
o) S©/
MDG-904B 333,4 BN 3,10 £ 0,05
@&x“OMe
o]
MDG-924C 277,25 @g N;,\?H:O 102,26 + 13,41
X S-NH
MDG-936B 277,25 ©/xo N)/_< 72,40 £ 11,28
F
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PESO

NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (HM) MCF-7
(g/mol)
HoN
2
MDG-892A 432,43 N 43,70 + 0,09
© F
e
MDG-828B 523,97 e — 0,67 0,18
MDG-828C 523,97 o 8“40 0,84 + 0,09
) OOQ
O,N
050
MDG-884A2-2 486,89 O 2,10 £ 0,69
° Né*CI
MDG-9428 560,61 @@}g 2,59 + 0,57
O
02§ON02
N /=N
MDG-958A 560,61 @Q}“ - 0,86 + 0,12
(O
OZEQ\‘NOZ
MDG-798D2 468,44 }:}4 132,95 + 4,72
o= N
oo
MDG-964B 298,34 @Cw o 31,87 £ 5,43
(6]
NH
MDG-310A 147,17 @\ﬁj 22,90 + 3,95
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Resultados

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
s O
MDG-930B2 432,43 Ny 14,37 + 0,69
¢}
oo%i :%No2
MDG-946C 328,32 ‘N}"_’OM 27,14 £5,20
(s
CH=0
N
MDG-918C2 207,23 @} ote 9,13+ 1,24
g
MDG-828F 505,18 i 53,57 + 13,07
K A O’Q
O,N
MDG-884B2 486,89 AR 19,66 + 5,27
- il N FN il i il
o N
HN—
HoN
02$©
MDG-953C3 456,91 S 9,14 £ 1,24
gN_
S W
N
)
ﬁﬁﬁﬁﬁ N
MDG-940C 375,45 @o HN 48,91+ 9,89
NJ
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2.4. FAMILIA 4: O,N-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL
SALICILICO (tabla 16):

TABLA 16. Cls, DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,N-ACETALES
ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL SALICILICO”, EN LA LINEA CELULAR MCF-7

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
o)
ESB-946C 337,28 N"To 20,00 £ 0,74
/@iVLHOMe
O OH
o
ESB-948A 371,18 | NS0 25,07 + 3,85
/@ij‘" OMe
Br OH
o
7 ONH
ESB-950C 326,73 NS0 23,563 +2,87
oQ“‘"‘onvle
ol OH
O
ESB-954B 288,11 &NH 165,84 + 6,77
- ] OH N o ’ t ’
[6)
F\fJ\NH
N o
ESB-912C 340,31 @iyﬁwe 55,49 + 2,85
MeO oH
OMe MeQ o
035
COOP 42543 ~ N )—H-copn 36,40 + 2,89
ESB-966D1 425,16 EEN o 234,95 + 8,97
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NOMBRE

MOLECULAR

ESTRUCTURA

Clso (M) MCF-7

ESB-958CS

OH
r

67,90 £1,73

ESB-960D

N B
|
N

OJ’"‘OMe
OH

88,90 * 2,84

ESB-968AD-S

NH,
N XN
< | 2

N

OVL‘ OMe
OH

82,15 +4,78

ESB-976AS

OJ‘"VOMe
OH

127,40 £ 1,99

ESB-982C1

L

N™ ~0O

oL
‘OMe
OH

130,71 £ 4,46

ESB-980AS

o

L

N 0]

o]

OH
r

124,00 £ 2,65

ESB-984D

62,80 + 4,81

ESB-540ES

68,50 + 2,81
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
NH,
N X
ESB-968 313,12 A 32,40 £ 1,80

PN
GP-4 292,29 oj 73,45 £ 10,21

2.5. FAMILIA 5: O,N-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL
TIOSALICILICO (tabla 17):

TABLA 17. Cls; DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LOS O,N-ACETALES
ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL TIOSALICILICO, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
o
HN%
MN-32C 276,31 N 27,50+ 0,18
@i%‘omfa
OH
cl
MN-80D 2,82 </: | N\/)N 6,42
-80 382,8 O\\S&“OMe 63,76 * 6,
[ I OH
MN-80E 382,82 L 81,87 + 11,94
OMe
[ I OH
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Resultados

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (M) MCF-7
(g/mol)
o
F\fJ\NH
MN-36D 322,38 N0 80,21 + 6,70
SJ“OMe
OH
ST
MN-80E 382,82 P 81,87 + 11,94
OH OMe
Cl
A
MN-80D 382,82 o 0 NN 63,76 + 6,42
[ ISVL“OMe
OH
Cl
A
A
MN-84C 318,78 NN 48,58 + 5,14
(IS/VLN“OMe
OH
ST
MN-116C 318,45 N 40,03 + 3,57

127




Octavio Caba Pérez

Resultados

2.6. FAMILIA 6:

O,N-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL

ANTRANILICO (tabla 18):

TABLA 18. Cls, DE LOS COMPUESTOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,N-ACETALES
ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL ANTRANILICO”, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
HO \\§9{%Noz
N
MDG-464E 494,45 i 2. 48,50 + 3,19
o H
- =
MDG-310B 405,08 N T 24,29 + 0,75
0" ¢ ?Me
HoL oe—(")
MDG-718C4 413,40 Y 16,14+ 0,77
MeO "'L\I%NH
F [e]
HO, H
N
MDG-708B 309,29 é )0 35,97 + 0,40
MeO g\N_ﬁNH
F (@)
e
HO 0.S
MDG-607G 494,45 N, F 90,99 + 6,06
MeOJM Nio
O?ﬁNH
HO OZSN/Q/NOZ
MDG-798E 518,93 DN 18,70 £ 0,08
N\F&m
“—N
HOL o )
MDG-680G 381,36 M o 10,49 + 3,08
MeO S\:(NH
F_ o
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PESO
NOMBRE |MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
NO,
HO 023/©/
MDG-850D 476,46 N 4576 + 2 .45
MeO)mN%'\(IDH
\
Dy
NO,
MDG-850E 476,46 HOE‘;:\N o 55,22 + 12,14
PN
MeO 3
O,N
0,8
MDG-884C 518,93 qw e 11,30 + 1,27
v 9 N »—cl
O.N
0,S
MDG-884D 518,93 ‘NWNNFN 3,25 + 0,23
HO Mez. NJN
MDG-864D 476,46 HO OZS)Q 64,81+ 0,05
)" N =0
MeO o)rNH
MDG-898D 464 47 bﬁSQ 1,09 + 0,03
) N =0
MeO /rNH
MeO H
b
MDG-568D 323,32 MGOJ« NC 21,17 + 2,34
PP
F @]
HOé/COZMe
N
MDG-568F 367,33 Meoi N=° 19,56 + 3,63
MNH
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2.7. FAMILIA 7: O,N-ACETAL ACICLICO CON EL GRUPO AMIDA (tabla 19):

TABLA 19. Cls; DEL “O,N-ACETAL ACICLICO CON EL GRUPO AMIDA”, EN LA LINEA

CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
H </:\ NjN
MN-184D 347,76 NS 32,75+ 1,05

2.8. FAMILIA 8: OTROS COMPUESTOS (tabla 20):

TABLA 20. Cls; DE OTROS COMPUESTOS, EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

PESO
NOMBRE MOLECULAR ESTRUCTURA Clso (uM) MCF-7
(g/mol)
O
5-FU 130,10 HNJ\J/F 1,90 £ 0,32
N
N
o
F
HN
FTORAFUR 200,16 OA)NKJ/ 0,87 £ 0,03
O
Cl
CLOROPURINA 154,56 </: \ \j‘ 83,89 + 14,47
N
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3. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (Cls;) Y DEL iNDICE
TERAPEUTICO (IT) IN VITRO DE LOS FARMACOS SELECCIONADOS
SOBRE LAS CUATRO LINEAS CELULARES

A continuacion, y debido al gran volumen de famacos estudiados,
seleccionamos una serie de compuestos para los posteriores ensayos

biolégicos, utilizando los siguientes criterios por orden de prioridad:

- Capacidad citotoxica.
- Parejas de isomeros.

- Rendimiento de su sintesis quimica.

Una vez seleccionados, probamos su efecto citotoxico sobre las lineas
celulares MCF-10A, HT-29 e IEC-6. Los farmacos elegidos, agrupados por

familias con su Clsp junto con su respectiva desviacion estandar, fueron:

3.1. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (Cls) DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 1 (tabla 21).

TABLA 21. Clso DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,0-
ACETALES Y O,N-ACETALES CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 14-
BENZODIOXEPINICA” EN LAS 4 LINEAS CELULARES.

Clso (UM)
MCF-
NOMBRE ESTRUCTURA MCF-7 10A HT-29 IEC-6

} ..... N—N 4,63 + 417 1,90+ | 11,47 %
MB-90A @o @KN 0,02 0,03 0,01 3,2

Cl

o~ g 274+ | 963+ | 301+ | 11,70+
mB-008 | ([ L J 0,31 1,60 | 019 | 0,03

KS-47A @RX ..... v NTCI 440+ | 055+ | 059+ | 824%
N =

0 0,88 0,01 0,11 1,04
Cl
0 f 128+ | 081+ | 241 | 376%
KS-47B @} LI | os 0,01 0,75 1,01
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3.2. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (Cls) DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 2 (tabla 22).

TABLA 22. Cl5y DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,0-
ACETALES Y O,N-ACETALES CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 4,1-
BENZOXATIEPINICA” EN LAS 4 LINEAS CELULARES.

Clso (UM)
MCF-
NOMBRE| ESTRUCTURA | MCF-7 | - | HT-29 | IEC6
O\S//O Cl
(1 ywrn | 258t | 584 | 1048+ | 10,36+
MN-80C ¢ K¢ 0.08 0.48 103 0.01

S
_ 1™, | 546+ | 185 | 092+ | 11,7%
MIN-84D w002 | 010 | 004 | 240

Tn oy | 355% | 1,68+ | 285t | 546+
w1168 | L S 1,10 012 | 026 | 0,34

3.3. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (Cls) DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 3 (tabla 23).

Las Clsg de los compuestos MDG-884A2-2 para la linea celular IEC-6 y
MDG-958A para las lineas celulares MCF-10A e IEC-6 no se calcularon debido
a la falta de solucién stock de las mismas, consecuencia del bajo rendimiento y

dificultad en la sintesis de estos farmacos.
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TABLA 23. Clso DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,0-
ACETALES Y O,N-CETALES CICLICOS DERIVADOS DE LA ESTRUCTURA 1,4-

BENZOXAZEPINICA” EN LAS 4 LINEAS CELULARES

Clso (HM)
MCF-
NOMBRE | ESTRUCTURA | MCF-7 | "-" | HT29 | IEC-6
MDG.G28B 9“*@ 067+ | 2,14+ | 338+ | 10,07+
- j 018 | 1,10 | 061 | 167
TV O
QN%O 0,84+ | 590+ | 3817+ | 094+
_ cl O\) o ) ) ) )
MDG-828C | 2 % O~ | 009 | 148 | 98 | 010
o " Q’
O,N
MDG- o< 210 + | 476+ | 077 ]
884A2-2 ® M;Nk 0,69 0,30 0,30
O
NL,\Q Cl
O,N
21X 250+ | 905+ | 597+ | 12,172
MDG-942B o ’ ’ ’ ’
L bal 057 | 212 | 165 | 080
O
0.8 NO,
N —N
MDG-958A | L S rarrall BN /A
(O ’ ’
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3.4. CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (Cls) DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 6 (tabla 24).

TABLA 24. Clso DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA FAMILIA DE LOS “O,N-
ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL ANTRANILICO” EN LAS 4 LINEAS
CELULARES.

Clso (HM)
MCF-
NOMBRE ESTRUCTURA MCF-7 10A HT-29 IEC-6

O,N
0,S

NTon | 325+ | 623% | 3,28+ | 12,09%
MDG-884D N , , , ,
el %N 023 | 19 | 080 | 120

ngQ 1,09+ | 3767+ | 52,14+ | 11,36+
) N_ =0

MDG-898D 0,03 6,50 3,57 3,10

MeO /rNH

3.5. COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (ICs) DE
LOS FARMACOS SELECCIONADOS SOBRE LAS CUATRO LINEAS CELULARES

LINEA CELULAR MCF-7

O MB-90A
5 m MB-90B

T OKS-47A
OKS-47B
B MN-84D
O MN-80C
@ MN-116B
OMDG-828B
W MDG-828C
@ MDG-884A2-2
OMDG-942B
2 O MDG-958A
B MDG-884D
W MDG-898D

Cl 50 (UM)
w

FARMACO

FIGURA 14. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LA Cls, DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS EN LA LINEA CELULAR MCF-7. REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO
DE 4 DETERMINACIONES Y LA BARRA VERTICAL EN LA DESVIACION ESTANDAR.
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Las cuatro familias seleccionadas mostraron valores muy homogéneos
de citotoxicidad sobre la linea celular MCF-7. Los compuestos de la familia 3
fueron los que mostraron un mayor efecto sobre las células de esta linea y, por
el contrario, la familia 2 fue la que mostr6 menor capacidad téxica, aunque

siempre dentro de un rango de ICsp menor a 6 uM (figura 14).

LINEA CELULAR MCF-10A

50
45
T @ MB-90A
40 m MB-90B
0 KS-47A
35 1 O KS-47B
30 m VN-84D
= @ MN-80C
2 25 m MN-116B
S 0 MDG-828B
20 m MDG-828C
@ MDG-884A2-2
15 0 MDG-942B
10 - @ MDG-884D
m MDG-898D
5 -
o il

FARMACO

FIGURA 15. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LA Cls;, DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS EN LA LINEA CELULAR MCF-10A. REPRESENTAMOS EL VALOR
MEDIO DE 4 DETERMINACIONES Y EN LA BARRA VERTICAL LA DESVIACION
ESTANDAR.

Al contrario de lo que ocurrié en la linea celular MCF-7, en las células
MCF-10A los compuestos de la familia 2 fueron los que mostraron tener mayor
efecto nocivo para esta linea celular. También fue destacable el efecto
citotoxico que se observé en la familia 1, donde vimos que la segunda pareja
de isémeros tuvo un efecto muy téxico mientras que la primera mostré una
actividad mas leve. En la familia 6 fue donde encontramos los valores mas
elevados de Clsp, hasta el extremo de 37,67 uM en el farmaco MDG-898D
(figura 15)
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LINEA CELULAR HT-29

60
@ MB-90A
50 B MB-90B
OKS-47A
OKS-47B
40 B MN-84D
T MN-80C
s B MN-116B
3 T
= 3 OMDG-828B
s B MDG-828C
o B MDG-884A2-2
20 OMDG-942B
T MDG-958A
B MDG-884D
B MDG-898D
10 ~—
0 _

FARMACO

FIGURA 16. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LA Cls, DE LOS FARMACOS
SELECCIONADQOS EN LA LINEA CELULAR HT-29. REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO
DE 4 DETERMINACIONES Y LA BARRA VERTICAL LA DESVIACION ESTANDAR.

En caso de la linea celular HT-29 fue la familia 1 fue la que mostro
mayor capacidad de induccion de citotoxicidad, llegando hasta valores de 0,59
MM en el caso del compuesto KS-47A. El caso opuesto lo encontramos en los
farmacos de la familia 6 que mostraron valores mucho mas elevados de Cls.
Dentro de las familias 2 y 3 encontramos tanto compuestos con gran actividad

citotoxica como otros que mostraron un efecto mas moderado (figura 16).
Sobre las células IEC-6, salvo el compuesto MDG-828C perteneciente a

la familia 3, todas las familias de farmacos mostraron valores muy similares de

citotoxicidad (figura 17).
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LINEA CELULAR IEC-6

16
14 -
O MB-90A
12 - @ MB-90B
OKS-47A
OKS-47B
10 B MN-84D
s @ MN-80C
2 g B VN-1168B
(=]
- OMDG-828B
© B MDG-828C
6 - EMDG-942B
OMDG-884D
4. O MDG-898D
2 _
0

FARMACO

FIGURA 17. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LA Cls, DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS EN LA LINEA CELULAR IEC-6. REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO
DE 4 DETERMINACIONES Y EN LA BARRA VERTICAL LA DESVIACION ESTANDAR.

3.6. INDICES TERAPEUTICOS (IT) IN VITRO DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 1

El indice terapéutico 6 IT constituye una medida del margen de
seguridad de un medicamento. Se expresa numéricamente como una relaciéon
entre la dosis del medicamento que causa la muerte (dosis letal o DL) o un
efecto nocivo en una proporcién "x" de la muestra y la dosis que causa el
efecto terapéutico deseado (dosis efectiva o DE) en la misma o mayor

proporcion "y" de la muestra.
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Este concepto se puede formular como:

IT= DL50/D E50

donde el numero 50 significa el 50% de la poblacion. El margen de seguridad
es tanto mayor cuanto mayor es el valor del indice, siendo extremadamente
reducido, y por tanto muy peligroso, el consumo del medicamento cuando el

valor se aproxima a 1.

De forma analoga, en nuestro caso hemos definido el indice terapéutico
in vitro o experimental de un farmaco como el cociente entre la Clsy de la linea
celular normal y la Clsp de ese mismo compuesto en la respectiva linea celular
tumoral. Nuestro interés se centr6 en comprobar la selectividad y especificidad
de los compuestos sobre células tumorales frente a las normales, destacando
aquellos compuestos que presentaron una menor actividad citotéxica frente a
células normales. Del mismo modo, el IT in vitro fue de utilidad para comparar
la mayor o menor efectividad de los farmacos sobre las lineas de estirpe

mamaria e intestinal.

Comprobamos como todos los compuestos de esta familia mostraban
valores elevados de IT cuando se probaron sobre lineas de estirpe intestinal, lo
cual nos indica una mayor efectividad de éstos sobre ésta comparada con la de
mama. Ademas, en el caso de la estirpe mamaria los valores de IT fueron, en
algunos compuestos, menores a 1 lo cual nos mostré que estos farmacos
poseian una mayor toxicidad sobre las células epiteliales mamarias normales
(tabla 25).
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TABLA 25. INDICE TERAPEUTICO DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA
FAMILIA DE LOS “O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES CICLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 1,4-BENZODIOXEPINICA” EN LAS LINEAS DE ESTIRPE MAMARIA Y DE
COLON.

I
ESTIRPE ESTIRPE
NOMBRE | ESTRUCTURA MAMARIA INTESTINAL
o}
MB-90A @} ‘‘‘‘‘ T 0,9 6,04
N
Cl
o Cl
MB-90B | [ vy 3,51 3,89
\N —
(0]
ks-ara | (1 o N@/YN\YC' 0,125 13,9
" Cl
Ow Cl
KS-478B RV 0,63 1,56
@O k\N‘ /)\CI

2 In vitro IT mamaria = Clsyg MCF-10A/Clsq MCF-7;In vitro T intestianl = Clsy IEC-6/Clsg
HT-29.

3.7. INDICES TERAPEUTICOS (IT) IN VITRO DE LOS FARMACOS

SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 2

Dos de los compuestos de esta familia, los isomeros MN-84D y MN-
116B, al igual que en el caso anterior mostraron ser muy selectivos sobre las
células tumorales intestinales y, por el contrario, nada selectivos cuando se
trataba de células de estirpe mamaria. El otro representante de esta familia,
MN-80C, tuvo un comportamiento totalmente contrario a los anteriores, es
decir, mostré una mayor selectividad sobre las células tumorales de mama en

comparacioén con las intestinales (tabla 26).
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TABLA 26. INDICE TERAPEUTICO DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA
FAMILIA DE LOS “O,0-ACETALES Y O,N-ACETALES CIiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 4,1-BENZOXATIEPINICA” EN LAS LINEAS DE ESTIRPE MAMARIA E
INTESTINAL.

T
ESTIRPE ESTIRPE
NOMBRE| ESTRUCTURA MAMARIA INTESTINAL
O\\S//o cl
MN-80C SN 226 0,99
@O k\N\ . g

- N\
MN-84D @} LN ) 0,34 12,7

(0]

S
MN-116B @Qﬁ ~~~~~ . 0,47 1,90
\N N/

& In vitro IT mamaria = Clsyg MCF-10A/Clsg MCF-7;In vitro Tl intestianl = Clsy IEC-6/Clsg
HT-29.

3.8. INDICES TERAPEUTICOS (IT) IN VITRO DE LOS FARMACOS
SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 3

En esta familia encontramos los compuestos MDG-828B y MDG-942B
que mostraron sobre las 2 estirpes estudiadas valores muy similares de IT,
siendo en ambos casos, ademas, selectivos frente a la linea celular tumoral.
Por otro lado, el farmaco MDG- 828C se manifestdé como un compuesto muy
efectivo frente a células tumorales de mama, pero por el contrario muy toxico
para las células intestinales normales si lo comparamos con las tumorales
(tabla 27).
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TABLA 27. INDICE TERAPEUTICO DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA
FAMILIA DE LOS “O,0-ACETALES Y O,N-CETALES CiCLICOS DERIVADOS DE LA
ESTRUCTURA 1,4-BENZOXAZEPINICA” EN LAS LINEAS DE ESTIRPE MAMARIA E
INTESTINAL.

IT?
ESTIRPE ESTIRPE
NOMBRE | ESTRUCTURA MAMARIA INTESTINAL
e
MDG-828B e 3,2 298
v o Q’
wa
MDG-828C o o p 7.02 0,02
’LN \N/)N 0’0
MDG-942B @i\ﬁ@ 3,5 2.04
s AN

& In vitro IT mamaria = Clsg MCF-10A/Clsy MCF-7;In vitro Tl intestianl = Clsy IEC-6/Cls
HT-29.

3.9. INDICES TERAPEUTICOS (IT) IN VITRO DE LOS FARMACOS

SELECCIONADOS DE LA FAMILIA 6

Los dos compuestos pertenecientes a esta familia tuvieron un
comportamiento diferente, pero en ambos casos interesante. Asi, MDG-884D
se mostré6 mas citotdxico cuando se empled frente a células tumorales
intestinales, aunque sobre las de mama también manifesté cierto efecto
lado, MDG-898D se

comportdé como un farmaco altamente selectivo y efectivo cuando se trataba de

citotoxico selectivo de células tumorales. Por otro

células mamarias, mientras que tuvo un efecto totalmente contrario cuando se

trataban de lineas celulares intestinales (tabla 28).
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TABLA 28. iINDICE TERAPEUTICO DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS DE LA
FAMILIA DE LOS “O,N-ACETALES ACICLICOS DERIVADOS DEL ALCOHOL ANTRANILICO”
EN LAS LINEAS DE ESTIRPE MAMARIA E INTESTINAL.

T
ESTIRPE ESTIRPE
NOMBRE | ESTRUCTURA MAMARIA INTESTINAL
O,N
0,8
MDG-884D N 1,92 368
qMQ%N
HO cl” N
H2N©
HO
MDG-898D %R 34.5 0.22
)‘”N:\:O
MeO O/fNH

& In vitro IT mamaria = Clsyg MCF-10A/Clsq MCF-7;In vitro Tl intestianl = Clsy IEC-6/Clsg
HT-29.

Para posteriores analisis los compuestos MDG-828C y MDG-942 B
fueron descartados en el primer caso por presenter un indice terapéutico bajo y
la dificultad de su sintesis y en el segundo caso por mostrar los valores de ICsg

muy elevados.

4. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DEL CICLO CELULAR

Para el estudio de las modificaciones en el ciclo celular, las 4 lineas
celulares se indujeron con los compuestos seleccionados a sus respectivas
Clso durante 48 horas, usando como control la linea parental sin adicion de

farmaco.

Para cada linea celular mostramos a continuacion los valores resultantes

de la media de dos ensayos junto su desviacién estandar asociada.

4.1. LINEA CELULAR MCF-7

En esta linea celular las cuatro familias mostraron patrones similares de
modulacion en la distribucion de las células a lo largo de las distintas fases del

ciclo celular. Aun asi, encontramos pequefas diferencia en el comportamiento
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de cada familia de compuestos. De este modo, la familia 6 acumulé una mayor
cantidad de células en las fases Go/G1 y Go/M del ciclo celular, las familias 1, 2

y 3 lo hicieron mayoritariamente en la fase G,/M (tabla 29).

TABLA 29. MEDIA DEL PORCENTAJE DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR JUNTO CON SU RESPECTIVA DESVIACION ESTANDAR, EN
LA LINEA CELULAR MCF-7.

GolG1 (%) S (%) G2/M (%)
CONTROL 57,26 + 5,13 37,25+ 6,35 5,5+ 0,67
MB-90A 62,97 + 5,67 30,02 £ 0,74 7,01 £ 1,94
MB-90B 60,06 + 2,51 28,09 + 3,20 11,85 + 3,71
KS-47A 65,84 + 2,59 13,77 £ 0,06 20,39 + 2,66
KS-47B 58,61+ 4,75 25,22 + 6,39 16,17 £ 1,64
MN-80C 62,72 3,80 30,19 4,94 7,10 £ 1,14
MN-84D 60,9 + 4,26 28,51 + 6,94 10,59 £ 2,19
MN-116B 60,82 + 3,69 21,36 0,06 17,83 £ 3,67
MDG-828B 64,39 + 0,34 22,43 + 2,69 13,18 £ 2,35
MDG-884D 65,09 + 0,11 23,94 + 4,87 10,98 £ 2,76
MDG-898D 64,19 + 0,64 22,68 0,63 13,14 £ 0,01

A nivel individual, los datos mas destacados se obtuvieron con el
compuesto KS-47A, en el que se observo una dismincion en el porcentaje de
células de la fase S con respecto al control hasta valores de un 13,77% a costa
de un incremento significativo de los valores de G,/M (figura 19 B). Por el
contrario, los farmacos MN-80 C y KS-47B (figura 19 C) fueron los que
mostraron un patron mas parecido al control (figura 18; tabla 29).
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LINEA CELULAR MCF-7

80 -

70 -

60 -

30

PORCENTAJE (%)
B
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GO/G1 S G2/M

O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
B KS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B
B MDG-828B EMDG-884D OMDG-898D

FIGURA 18. PORCENTAJES DE CELULAS MCF-7 ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR DEBIDO AL EFECTO DE LOS DISTINTOS FARMACOS.
REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO DE 2 DETERMINACIONES Y EN LA BARRA
VERTICAL LA DESVIACION ESTANDAR.
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FIGURA 19. ANALISIS DE LA MODULACION DEL CICLO CELULAR MEDIANTE FACSCAN.
NUMERO DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR
TRAS 48 HORAS. DE INDUCCION. A) CELULAS MCF-7 NO INDUCIDAS CON FARMACOS,
B) CELULAS INDUCIDAS CON KS-47A, C) CELULAS INDUCIDAS CON KS-47B.

4.2 LINEA CELULAR MCF-10A

En general, las cuatro familias de compuestos acumularon células en la

fase Go/G4 del ciclo celular, a excepcion del compuesto de la familia 3 que no

presentd modificaciones significacitvas con respecto al control (tabla 30).

TABLA 30. MEDIA DEL PORCENTAJE DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR JUNTO CON SU RSPECTIVA DESVIACION ESTANDAR, EN
LA LINEA CELULAR MCF-10A.

GolG1 (%) S (%) G2/M (%)

CONTROL 57,83 % 5,35 10,45 £ 0,23 31,72 £ 0,15
MB-90A 80,93 5,34 6,83 + 1,95 12,69 + 0,94
MB-90B 65,35 + 2,2 0,5%0,12 34,15 + 3,85
KS-47A 61,55 + 4,84 7,87 £ 1,58 30,58 + 6,77
KS-47B 67,56 + 4,01 7,91 £1,00 24,53 + 2,05
MN-80C 67,94 + 4,56 0,82 £ 0,32 31,24 + 3,33
MN-84D 64,62+ 7,73 8,9+ 0,02 26,48 + 3,33
MN-116B 64,00 + 2,95 6,42 £ 1,31 29,57 + 0,23
MDG-828B 59,16 + 5,67 12,56 + 3,85 28,28 + 2,68
MDG-884D 66,12 £ 0,05 12,33 £ 1,04 21,56 + 0,84
MDG-898D 66,91 * 6,83 4,65 + 0,02 28,44 + 2,22
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LINEA MCF-10A
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GO/G1 S G2/M

O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
BKS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B
EMDG-828B EMDG-884D OMDG-898D

FIGURA 20. PORCENTAJES DE CELULAS MCF-10A ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR DEBIDO AL EFECTO DE LOS DISTINTOS FARMACOS.
REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO DE 2 DETERMINACIONES Y EN LA BARRA
VERTICAL LA DESVIACION ESTANDAR.

Podemos comprobar como el compuesto MB-90A (figura 21 B) acumuld
mas del 80 % de sus células dentro de la fase Go/G4, asociado a una gran
disminucion en la cantidad dentro de la fase Go/M. Por el contrario, el farmaco
MDG-828B (figura 21 E) disminuyé la fase Go/G1 hasta un 59,16%, mientras
que la fase G,/M mostré valores casi concordantes con el control (figura 21 A).
También cabe destacar los compuestos MB-90B y MN-80C (figura 21 Cy 21 D)
en las que se obtuvieron un porcentaje de eventos dentro de la fase S que
descendian hasta valores de casi cero. El resto de los farmacos mostraron un
patréon muy similar dentro de las diferentes fases de ciclo celular (tabla 30;
figura 20).
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FIGURA 21. ANALISIS DE LA MODULACION DEL CICLO CELULAR MEDIANTE FACSCAN.
NUMERO DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR
TRAS 48 HORAS DE INDUCCION. A) CELULAS MCF-10A NO INDUCIDAS CON
FARMACOS, B) CELULAS INDUCIDAS CON KS-47A, C) CELULAS INDUCIDAS CON KS-
47B, D) CELULAS INDUCIDAS CON MN-80C, E) CELULAS INDUCIDAS CON MDG-828B.
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4.3 LINEA CELULAR HT-29

En esta ocasion todas las familias de compuestos se comportaron de
modo similar sobre el ciclo celular, deteniendo las células en la fase S. La
familia 6 fue la que provoco una mayor disminucion de células en la fase Gy/G+
del ciclo y la familia 1 la que mayor aumento de células en fase S evidencié.
Como en los casos anteriores, las familias 2 y 3 tuvieron una accién mas suave

sobre la modulacion en la distribucion dentro del ciclo (tabla 31).

TABLA 31. MEDIA DEL PORCENTAJE DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR JUNTO CON SU RESPECTIVA DESVIACION ESTANDAR, EN
LA LINEA CELULAR HT-29.

GolG1 (%) S (%) G2IM (%)
CONTROL 77,36 + 1,45 7,96 £ 2,64 14,69 + 4,09
MB-90A 76,37 + 0,43 20,56 + 1,21 3,08 £ 0,78
MB-90B 74,84 + 1,81 7,77 £ 3,64 17,40 £ 1,83
KS-47A 74,69 + 3,05 10,33 + 4,97 15,00 + 4,03
KS-47B 74,12 + 3,29 14,95 £ 5,51 10,94 + 2,80
MN-80C 76,37 + 1,05 9,17 £ 0,77 14,46 + 3,72
MN-84D 73,70 + 4,43 19,78 £ 0,03 6,53 + 0,46
MN-116B 74,76 + 0,61 7,81 +2,32 17,43 £ 2,93
MDG-828B 74,68 + 0,64 14,87 + 1,63 10,46 + 0,98
MDG-884D 71,58 + 0,86 12,71 £ 3,90 15,73 £ 4,76
MDG-898D 75,96 + 0,50 6,60 + 0,83 17,46 £ 1,34

148




Octavio Caba Pérez

Resultados
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FIGURA 22. PORCENTAJES DE CELULAS HT-29 ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR DEBIDO AL EFECTO DE LOS DISTINTOS FARMACOS.
REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO DE 2 DETERMINACIONES Y EN LA BARRA
VERTICAL LA DESVIACION ESTANDAR.

Como se observa en la figura 22 destaca la accion de los compuestos

MB-90A y MN-84 D (figuras 23 B y 23 C, respectivamente) que acumularon un

gran porcentaje de las células dentro de la fase S, acompafado de una

disminucién considerable de la fase G,/M. Los demas farmacos mostraron

unos valores muy similares a los obtenidos en el control sin inducir (tabla 31;

figura 22).
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FIGURA 23. ANALISIS DE LA MODULACION DEL CICLO CELULAR MEDIANTE FACSCAN.
NUMERO DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR
TRAS 48 HORAS INDUCCION. A) CELULAS MCF-7 NO INDUCIDAS CON FARMACOS, B)
CELULAS INDUCIDAS CON MB-90A, C) CELULAS INDUCIDAS CON MN-84D.

4.4 LINEA CELULAR IEC-6

Sobre la linea celular IEC-6 el efecto de las diferentes familias de
farmacos fue mas heterogéneo. En términos generales, la familia 2, salvo en el
caso de MN-84D, fue la que mayor cantidad de células acumul6 en la fase
Go/G4 y la familia 3 la que menos. Dentro de las familias 1 y 6 encontramos
tanto compuestos que provocan aumento de esta fase como otros que tiene el
efecto contrario. La mayoria de los compuestos provocd aumento de la fase S
siendo el representante de la familia 3 el que provocé mayor acumulo, y los dos
isdmeros de la familia 2 los que menos. La fase G,/M tuvo un comportamiento
muy variable, incluso si comparamos farmacos de la misma familia; asi,
encontramos que en la familia 3 el numero de células en esta fase aumento
considerablemente mientras que en la familia 2 la tendencia fue a que ésta
disminuyera (tabla 32).

150



Octavio Caba Pérez Resultados

TABLA 32. MEDIA DEL PORCENTAJE DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR JUNTO CON SU RESPECTIVA DESVIACION ESTANDAR, EN
LA LINEA CELULAR IEC-6.

GolG1 (%) S (%) G2/IM (%)
CONTROL 81,42 £ 1,99 451+1,70 14,07 £ 2,72
MB-90A 70,39 + 6,00 7,54 +2,00 22,07 £4,49
MB-90B 78,13 + 4,83 8,01 + 3,38 13,86 + 2,39
KS-47A 89,31 £+ 1,17 3,53+0,25 7,16 + 0,43
KS-47B 78,11 £ 2,09 0,98 + 0,26 20,92 £+ 2,35
MN-80C 84,19+ 1,00 9,3+0,54 6,51 +0,47
MN-84D 70,08 + 6,18 291+0,73 27,02 £2,45
MN-116B 90,5+ 1,83 2,98 +0,48 6,52 + 2,39
MDG-828B 64,94 £ 0,47 9,18 + 2,39 25,89 + 7,86
MDG-884D 81,19+ 2,74 479+1,24 14,04 + 3,98
MDG-898D 84,02+2,72 9,84 + 2,06 6,14 + 1,50
LINEA CELULAR IEC-6
100
20 |
;; 80
E 70
e
= a0l
2 a0 | T
(@)
Q20
10 T
0 | &l
GO/G1 S G2/M
O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
B KS-47B O MN-80C B MN-84D OMN-116B
B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 24. PORCENTAJES DE CELULAS IEC-6 ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS
FASES DEL CICLO CELULAR DEBIDO AL EFECTO DE LOS DISTINTOS FARMACOS.
REPRESENTAMOS EL VALOR MEDIO DE 2 DETERMINACIONES Y EN LA BARRA
VERTICAL LA DESVIACION ESTANDAR.
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A nivel individual, como comentamos anteriormente, esta linea celular
fue la que mostré una mayor variabilidad en la distribucion de los porcentajes
de células dentro de cada fase del ciclo celular. De este modo, encontramos
farmacos que producian un aumento de la fase Go/G1 como el KS-47A (figura
25 B), MN-80C, MN116B y MDG-898D. Otros, sin embargo, produjeron arresto
de las células en la fase G,/M del ciclo, como fue el caso del MB-90A, KS-47B
(figura 25 C), MN-84D y MDG-828B. Otros compuestos, el MB-90B, MN-80C,
MDG-828B y MDG-898D incrementaron hasta el doble los valores de células

en la fase S del ciclo con respecto al control (figura 24; tabla 32).

A CONTROL B KS-47A C KS-47B

[
Number

20 a0
Channe s

FIGURA 25. ANALISIS DE LA MODULACION DEL CICLO CELULAR MEDIANTE FACSCAN.
PORCENTAJE DE CELULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO
CELULAR TRAS 48 HORAS. DE INDUCCION. A) CELULAS IEC-6 NO INDUCIDAS CON
FARMACOS, B) CELULAS INDUCIDAS CON KS-47A, C) CELULAS INDUCIDAS CON KS-
47B.

4.5. COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LOS FARMACOS SOBRE LA
MODULACION DEL CICLO CELULAR ENTRE LAS DIFERENTES LINEAS
CELULARES

Para una mejor comprension de la modulacidn que producian los
diferentes compuestos seleccionados sobre el ciclo celular representamos,
para cada linea celular, el porcentaje de células acumuladas en cada una de

las fases del ciclo celular (figuras 26-37):

» Porcentaje de células acumuladas en la fase Go/Ga:
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- Linea celular MCF-7 (figura 26):

64,19 57,26

64,39 60,06

60,91 62,72 58,61
3 Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
B KS-47B O MN-80C B MN-84D OMN-116B

B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 26. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS MCF-7 ACUMULADAS EN LA
FASE Gy/G1DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.

- Linea celular MCF-10A (figura 27):

66,91 57,83
59,16 65,35
64 61,55
64,62 67 04 67,56
@ Control B MB-90A O MB-90B OKS-47A
B KS-47B @ MN-80C B MN-84D OMN-116B

B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 27. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS MCF-10A ACUMULADAS EN
LA FASE Gy/G; DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS

SELECCIONADOS.
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- Linea celular HT-29 (figura 28):
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@ Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
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B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 28. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS HT-29 ACUMULADAS EN LA
FASE Gy/G1DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.

- Linea celular IEC-6 (figura 29):

84,02 81,42

64,94 78,13

90,50 89,31
70,08 84,19 78,11
O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
B KS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B

B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 29. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS IEC-6 ACUMULADAS EN LA
FASE Gy/G1DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.
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* Porcentaje de células acumuladas en la fase S:

- Linea celular MCF-7 (figura 30):

22,68 37,25

23,94

22.43 30,02

21,36 28,09
28,51 30.19 25,22

O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A

B KS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B

B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 30. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS MCF-7 ACUMULADAS EN LA
FASE G,/MDEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.

- Linea celular MCF-10A (figura 31):

4,65 10,45

12,56
6,42 8.9 082
@ Control B MB-90A O MB-90B OKS-47A
BKS-47B B MN-80C B MN-84D O MN-116B
EMDG-828B  BEMDG-884D O MDG-898D

FIGURA 31. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS DE LA LINEA CELULAR
MCF-10A ACUMULADAS EN LA FASE S DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES

FARMACOS SELEECIONADOS.
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- Linea celular HT-29 (figura 32):

1271 6,60 7,96
7,77
10,33
B Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
WKS-47B B MN-80C B MN-84D OMN-116B

EMDG-828B EMDG-884D OMDG-898D

FIGURA 32. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS DE LA LINEA CELULAR
HT-29 ACUMULADAS EN LA FASE S DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES
FARMACOS SELECCIONADOS.

- Linea celular IEC-6 (figura 33):

9,84 4,51

7,54

8,01
3,53

O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
B KS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B
B MDG-828B B MDG-884D OMDG-898D

FIGURA 33. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS IEC-6 ACUMULADAS EN LA
FASE S DEL CICLO CELULAR POR LOS DISTINTOS DIFERENTES FARMACOS
SELECCIONADOS.
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* Porcentaje de células acumuladas en la fase G,/M:
- Linea celular MCF-7 (figura 34):
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FIGURA 34. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS MCF-7 ACUMULADAS EN LA
FASE G,/M DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.

- Linea celular MCF-10A (figura 35):

28,44 31,72

28,28 34,15

29,57 30,58
26,48 31,24 24,53
O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
BKS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B

BMDG-828B BEMDG-884D OMDG-898D

FIGURA 35. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS MCF-10A ACUMULADAS EN
LA FASE G,/M DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS
SELECCIONADOS.
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- Linea celular HT-29 (figura 36):
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FIGURA 36. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS HT-29 ACUMULADAS EN LA
FASE G,/M DEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.

- Linea celular IEC-6 (figura 37):

13,86
7,16
27,02 6,51 20,92
O Control B MB-90A OMB-90B OKS-47A
B KS-47B OMN-80C B MN-84D OMN-116B

BMDG-828B EMDG-884D OMDG-898D

FIGURA 37. GRAFICA DE LOS PORCENTAJES DE CELULAS IEC-6 ACUMULADAS EN LA
FASE G,/MDEL CICLO CELULAR POR LOS DIFERENTES FARMACOS SELECCIONADOS.
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5. ENSAYO DE VIABILIDAD, NECROSIS Y APOPTOSIS

5.1 ESTUDIO MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Tras la induccion con los farmacos seleccionados durante 24 y 48 horas,
se determind mediante citometria de flujo, usando ioduro de propidio (IP) y
anexina V conjugada con fluoresceina (FITC), el porcentaje de células viables
(sin tenfir), necréticas (tenidas con IP), apoptoticas tempranas (tefidas con
anexina V-FITC) y apoptéticas tardias (doble tincion IP y anexina V-FITC), en
las 4 lineas celulares. Se us6 un control de cada linea parental sin inducir con
farmacos y, ademas, un control sin farmacos y sin tefir, con objeto de poder
discernir posibles fenémenos de autofluorescencia celular. Los resultados,

agrupados por lineas celulares, fueron los siguientes:

5.1.1 LINEA CELULAR MCF-7

Como se puede obsevar en la tabla 33 y la figura 38 A, las células MCF-
7 sin tratar mostraron unos indices de apoptosis practicamente nulos. Del
mismo modo, observamos un alto porcentaje de células necréticas debido a la
intensa actividad proliferativa y la alta agresividad que presenta esta linea

tumoral.

Por el contrario, tras su induccién durante 24 horas con los diferentes
agentes farmacologicos, se pudo comprobar como todos ellos producian un
aumento significativo, respecto al control, del porcentaje de células tefiidas solo
con FITC, es decir, las apoptéticas tempranas, siendo MB-90A el mas efectivo.
Este aumento fue incluso mayor en las apoptéticas tardias, con valores que
rondaban el 60% como fue en el caso del compuesto MDG-884D (figura 38 B).
Todos los farmacos disminuyeron la viabilidad, salvo cuando tratmaos las
células tumorales de mama humanas MCF-7 con el farmaco KS-47A donde,
curiosamente, ésta aumentd. También es destacable el hecho de que todos los
compuestos disminuyeron significativamente la cantidad de eventos necroticos

respecto al control tras las 24 horas de tratamiento (tabla 33).
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TABLA 33. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NEQROTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 TRAS 24 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT. (%)
CONT. NEG 99,28 0,55 0,04 0,13
CONTROL 61,46 0,64 0,93 36,97
MB-90A 35,98 28,96 29,89 5,17
MB-90B 34,34 21,60 33,02 11,04
KS-47A 76,81 2,78 2,62 17,79
KS-47B 44,40 16,75 30,04 8,81
MN-80C 27,82 26,56 36,63 8,98
MN-84D 29,17 9,03 46,82 14,98
MN-116B 33,35 13,91 37,24 15,50
MDG-828B 28,69 9,87 55,75 5,69
MDG-884D 19,84 16,03 57,62 6,51
MDG-898D 48,26 4,22 22,74 24,78
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FIGURA 38. APOPTOSIS EN CELUI,_AS MCF-7 TRAS 24 HORAS DE CULTIVO CON
FARMACOS. A) CITOGRAMA DE CELULAS CONTROL, B) CITOGRAMA DE CELULAS
INDUCIDAS CON MDG-884D.

Después de 48 horas de induccion con los compuestos, se observo que

en la linea MCF-7 el patrén de accidén de los farmacos era parecido al caso

anterior, pero con un incremento significativo en el porcentaje de células
apoptéticas tardias, como en el caso del MB-90A (figura 39 A), MDG-828B vy
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MDG-898D (figura 39 B). Es de destacar la disminucion en el porcentaje de

células viables, con respecto a las 24 horas, que se observd para todos los

compuestos (tabla 34).

TABLA 34. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NE(;ROTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 TRAS 48 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT (%)
CONT. NEG 99,01 0,48 0,04 0,47
CONTROL 53,52 1,24 1,57 43,67
MB-90A 13,86 11,89 56,77 17,48
MB-90B 48,29 3,89 30,05 17,77
KS-47A 11,91 11,64 58,86 17,59
KS-47B 14,64 12,54 60,70 12,13
MN-80C 22,64 8,43 43,16 25,77
MN-84D 32,09 5,91 41,62 20,39
MN-116B 11,83 13,03 59,80 15,34
MDG-828B 5,07 7,27 72,81 14,85
MDG-884D 20,36 6,36 48,49 24,79
MDG-898D 6,35 13,73 77,40 2,52
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FIGURA 39. APOPTOSIS EN CEL,ULAS MCF-7 TRAS 48 HORAS DE CULTIVO CON
FARMACOS. A) CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MB-90A, B) CITOGRAMA DE
CELULAS INDUCIDAS CON MDG-898D.
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Como se observa en la figura 40 existe un patréon de comportamiento
diferente dependiendo del tiempo de tratamiento. De este modo, observamos
como a las 48 h se produce una disminucion de la apoptosis temprana en
compracion con los efectos vistos a las 24 horas. Asociado a esto, la apoptosis
tardia mostré un incremento sustancial cuando el tiempo de tratamiento con los

diferentes farmacos fue de 48 horas.
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FIGURA 40. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LAS 24 Y 48 HORAS EN LA LINEA
CELULAR MCF-7.

5.1.2 LINEA CELULAR MCF-10A

Tras 24 horas de induccion, todos los compuestos produjeron sobre la
linea celular MCF-10A una disminucién, respecto al control, en el porcentaje de
células viables, llegando hasta valores de tan solo el 24,73% viables en el caso
de MB-90B (figura 41 A). Acompafando a esto, se observO como también
todas las drogas aumentaban, de manera muy sustancial, los porcentajes de
células que sufrian procesos de apoptosis, tanto temprana como tardia,

llegando a valores de casi el 50% en compuestos como MB-90A y MDG898-D
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(figuras 41 B y 41 C, respectivamente). Todo esto se tradujo en una marcada
disminuciéon, dentro de todos los farmacos, de la cantidad de eventos

necroéticos observados (tabla 35).

TABLA 35. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NECRQTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR MCF-10A TRAS 24 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT. (%)
CONT. NEG 98,85 0,55 0,05 0,55
CONTROL 74,05 17,74 2,20 6,01
MB-90A 32,41 40,40 26,01 1,18
MB-90B 24,73 47,48 26,57 1,22
KS-47A 39,17 41,68 18,36 0,78
KS-47B 69,95 21,62 7,89 0,54
MN-80C 58,05 29,43 11,46 1,06
MN-84D 51,35 35,18 12,28 1,19
MN-116B 57,95 28,40 12,32 1,33
MDG-828B 59,54 25,82 13,40 1,23
MDG-884D 66,72 20,98 11,03 1,27
MDG-898D 29,86 49,39 19,74 1,01

Es evidente que en esta linea celular, y a diferencia de la accién de los
farmacos sobre la linea celular tumoral MCF-7, que existe una mayor
proporcion de células viables y un incremento del porcentaje de células en

apoptosis temprana a las 24 horas, con una disminucion de la tardia.
También es de destacar la disminucion significativa en el porcentaje de

células necréticas, en comparacion a los valores que encontramos en la linea
celular MCF-7 a las 24 horas (tabla 35).
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FIGURA 41. APOPTOSIS EN CELULAS MCF-10A TRAS 24 HORAS DE INDUCC]ON. A)
CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MB-90B, B) CITOGRAMA DE CELULAS
INDUCIDAS CON MB-90A, C) CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MDG-898D.

Cuando la linea celular MCF-10A fue tratada con los diferentes
compuestos durante 48 horas, se aprecio como la necrosis aumenté de manera
clara en todos los casos, llegando al valor extremo de 49,24 % en el caso de
MDG-898D. La apoptosis mostré un patrén diferente, segun fuera temprana o
tardia. Asi, la primera apenas mostré diferencias respecto al control e incluso
disminuyé en algunos casos. Por el contrario, la tardia experimentd un
considerable aumento, llegando a valores maximos de hasta el 61,13 %

cuando se indujo con MB-90B (figura 42 A), salvo en el caso del MN-116B en el
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que este dato disminuyd respecto al control. La cantidad de células viables se

vio considerablemente reducida, exceptuando el caso antes comentado de MN-
116B (figura 42 B) (tabla 36).

TABLA 36. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NECRQTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR MCF-10A TRAS 48 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT. (%)
CONT. NEG 96,35 3,27 0,11 0,27
CONTROL 70,17 16,50 4,87 8,46
MB-90A 11,27 15,59 57,55 15,59
MB-90B 9,81 16,71 61,13 12,35
KS-47A 11,08 15,92 54,10 18,90
KS-47B 8,22 16,25 61,96 13,57
MN-80C 17,51 6,71 46,40 29,38
MN-84D 11,35 10,07 54,44 24,15
MN-116B 82,59 2,82 1,66 12,94
MDG-828B 12,86 18,78 53,22 15,15
MDG-884D 47 .11 2,18 24,82 25,89
MDG-898D 30,90 2,57 17,29 49,24
A) MB-90B (48 HORAS) B) MN-116B (48 HORAS)
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FIGURA 42. APOPTOSIS EN CELULAS MCF-10A TRAS 48 HORAS DE INDUCCION CON

FARMACOS. A) CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MB-90B, B) CITOGRAMA DE
CELULAS INDUCIDAS CON MN-116B.
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Como cabia esperar, en términos generales pudimos comprobar como la
cantidad de células viables disminuyé cuando el tratamiento con los diferentes
compuestos paso de las 24 a las 48 horas. También descubrimos como un
mayor tiempo de exposicion a los diferentes farmacos desembocd en el
incremento de eventos necréticos, alcanzando valores de hasta casi el 50%. En
cuanto a los fendbmenos de apoptosis, tras 48 h de tratamiento la apoptosis
tardia incremento ostensiblemente, con valores maximos de un 61%. Este
fendmeno se produjo a costa de la disminucion de la apoptosis temprana que
llegd a disminuir hasta tres veces sus valores a las 24 horas, no obstante

manteniéndose siempre en valores similares a los del control (figura 42).
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FIGURA 43. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LAS 24 Y 48 HORAS EN LA LINEA
CELULAR MCF-10A.
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5.1.3 LINEA CELULAR HT-29

En la linea celular HT-29, tras su induccién durante 24 horas con los
diferentes agentes farmacoldgicos, se pudo comprobar como todos ellos
produjeron un aumento del porcentaje de células apoptdticas tempranas. Este
aumento fue bastante significativo, en relacion con el control, en el caso de las
apoptéticas tardias, siendo el efecto del compuesto MN-80C (figura 44 A) el
mas sobresaliente. En todos los casos la viabilidad se vio reducida respecto al
control, salvo cuando se indujo con los farmacos MN-84D y MB-90A (figura 44
B) donde, curiosamente, ésta aumenta, disminuyendo significativamente la
necrosis celular. El resto de los compuestos también disminuyeron la cantidad

de necrosis pero con valores mas moderados que el caso anterior (tabla 37).

TABLA 37. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NE,CROTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR HT-29 TRAS 24 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT. (%)
CONT. NEG 99,28 0,68 0,03 0,01
CONTROL 66,95 0,56 4,21 28,28
MB-90A 70,89 2,18 17,98 8,95
MB-90B 40,95 2,65 19,97 36,43
KS-47A 59,15 0,99 16,07 23,79
KS-47B 50,19 2,18 20,48 27,15
MN-80C 38,87 6,80 28,21 26,12
MN-84D 75,81 1,98 13,10 9,11
MN-116B 53,86 2,60 19,28 24,26
MDG-828B 64,82 3,03 17,74 14,41
MDG-884D 47,11 2,18 24,82 25,89
MDG-898D 30,90 2,57 17,29 49,24
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FIGURA 44. APOPTOSIS EN CELULAS HT-29 TRAS 24 H DE INDUCCION CON
FARMACOS. A) CITOGRAMA DE CELULAS CONTROL, B) CITOGRAMA DE CELULAS
INDUCIDAS CON MB-90A, C) CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MN-80C.

En esta misma linea celular se observd un gran aumento en el
porcentaje de células apoptodticas cuando la induccidn paso de las 24 a las 48
horas. Asi, el porcentaje de células apoptéticas tempranas se incrementd de
manera significativa para todos los farmacos, siendo el caso mas evidente el de
MDG-828B y MDG-884D (figura 45 A). La apoptosis tardia, sin llegar a valores

tan altos como la temprana, también se elevo en todos los casos. La viabilidad
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disminuyd, salvo cuando se trataron las células con MN-84D (figura 45 B), a

costa de una acusada disminucién el numero de células necréticas (tabla 38).

TABLA 38. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NEQROTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR HT-29 TRAS 48 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT. (%)
CONT. NEG 99,58 0,39 0,03 0,00
CONTROL 67,18 0,56 3,76 28,50
MB-90A 57,73 15,80 16,30 10,17
MB-90B 51,75 8,82 10,20 29,23
KS-47A 65,04 13,52 10,37 11,07
KS-47B 69,31 6,94 8,62 15,13
MN-80C 62,44 16,42 14,37 6,77
MN-84D 72,54 9,12 5,87 12,47
MN-116B 59,60 16,43 15,30 8,67
MDG-828B 59,69 18,07 13,63 8,61
MDG-884D 54,93 21,10 15,64 8,33
MDG-898D 69,20 3,39 6,04 21,37
A) MN-84D (48 HORAS) B) MDG-884D (48 HORAS)
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FIGURA 45. APOPTOSIS EN CELULAS HT-29 TRAS 48 HORAS DE INDUCCION CON
FARMACOS. A) CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MN-84D, B) CITOGRAMA DE
CELULAS INDUCIDAS CON MDG-884D.
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En la figura 46 se obseva graficamente como evoluciona la linea celular
HT-29 a lo largo del tiempo. Asi, el rasgo mas caracteristico fue la presencia
de una mayor apoptosis tardia con repsecto a la temprana, a las 24 horas de
tratamiento. Sin embargo, a las 48 horas observamos un incremento de la
apoptosis temprana y una disminucién en la tardia alcanzando valores
similares. Del mismo modo, resultd sorprendente la disminucidn para todos los

farmacos de la necrosis tras el tratamiento de las células durante 48 horas
(figura 46).
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FIGURA 46. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LAS 24 Y 48 HORAS EN LA LINEA
CELULAR HT-29.

170



Octavio Caba Pérez Resultados

5.1.4 LINEA CELULAR IEC-6

En esta linea celular, y tras su induccién con los agentes farmacoldgicos
durante 24 horas, se aprecio, en todos los casos, una disminucién de la
cantidad de células viables respecto al control. En algunos compuestos esta
caida era muy acusada, como en MN-116B 6 MDG-828B (figuras 47 Ay 47 B,
respectivamente), sin embargo en otros era mas leve, como es el caso del
farmaco MDG-884D. Asi mismo, las cantidades de células necréticas eran
sensiblemente menores, excepto en los compuestos KS-47A y MDG-884D, en
los que ésta aumentd, asociado a una disminucidn de la apoptosis. Salvo en
estos dos casos mencionados, la apoptosis sufrid un aumento, moderado en el
caso de la temprana, y bastante marcado en el de la tardia, siendo los mas
destacados los farmacos KS-47B, KS-116B y MDG-898D (tabla 39).

TABLA 39. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NECROTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR IEC-6 TRAS 24 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A. TARD. (%) | NECROT. (%)
CONT. NEG 97,89 0,82 0,24 1,05
CONTROL 66,56 14,63 4,58 14,23
MB-90A 31,16 17,41 44,56 6,86
MB-90B 20,60 15,01 55,47 8,92
KS-47A 32,02 1,44 8,25 58,29
KS-47B 14,53 19,83 58,79 6,85
MN-80C 24,58 19,68 49,10 6,64
MN-84D 24,21 16,87 51,63 7,29
MN-116B 11,58 16,21 62,97 9,23
MDG-828B 17,81 21,38 56,10 4,71
MDG-884D 52,65 5,56 8,42 33,38
MDG-898D 28,92 22,13 42,96 5,99
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FIGURA 47. APOPTOSIS EN CELUL,AS IEC-6 TRAS 24 HORAS DE INDUCCION CON
FARMACOS. A) CITOGRAMA DE CELULAS CONTROL, B) CITOGRAMA DE CELULAS
INDUCIDAS CON MN-116B, C) CITOGRAMA DE CELULAS INDUCIDAS CON MDG-828B.

Cuando la induccion con las drogas se realizdé durante 48 horas, se
observo, al igual que sucedia a las 24horas, una gran disminucion en el
porcentaje de células viables y necréticas respecto al control, salvo en el caso
del compuesto KS-47B (figura 48 A), que mostré unos valores en ambos casos
muy cercanos a los de este ultimo. Por el contrario, se observé un marcado
aumento de los niveles de apoptosis, principalmente en la temprana, en las

células tratadas con los diferentes farmacos, mostrandose los compuestos KS-
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47A, MN-116B y MDG-898D (figura 48 B) como los mas proapoptéticos (tabla
40).

TABLA 40. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES, NECROTICAS Y APOPTOTICAS EN LA
LINEA CELULAR IEC-6 TRAS 48 HORAS DE INDUCCION.

VIABLES (%) | A. TEMP. (%) | A T‘?oz?iAs NECROT. (%)
CONT. NEG 97,89 0,82 0,24 1,05
CONTROL 65,13 15,23 5,53 14,11
MB-90A 28,81 47,48 21,28 2,43
MB-90B 26,81 48,61 21,15 3,44
KS-47A 25,15 50,34 23,09 1,42
KS-47B 40,24 28,19 16,82 14,75
MN-80C 32,88 50,78 14,87 1,47
MN-84D 25,47 41,82 27,57 5,14
MN-116B 22,67 51,00 23,87 2,46
MDG-828B 35,49 44,47 18,70 1,34
MDG-884D 20,44 49,81 28,65 1,10
MDG-898D 18,24 39,82 39,22 2,72
A) KS-47B (48 HORAS) B) MDG-898D (48 HORAS)
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FIGURA 48. APOPTOSIS EN CELULAS IEC-6 TRAS 48 HORAS DE INDUCCION CON
FARMACOS. A) APOPTOSIS INDUCIDA POR KS-47B, B) APOPTOSIS INDUCIDA POR
MDG-898D.

173



Octavio Caba Pérez Resultados

Al igual que lo observado en la linea celular HT-29, la apoptosis
temprana fue mayor y el porcentaje de células necréticas disminuyé a las 48
horas de tratamiento. La apoptosis tardia también sufrié una disminuciéon en
sus valores conforme avanzo el tiempo de tratamiento, sin alteracion

significativa en la poblacion de células viables (figura 49).
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FIGURA 49. HISTOGRAMA COMPARATIVO DE LAS 24 Y 48 HORAS EN LA LINEA
CELULAR IEC-6.
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5.1.5. COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LOS FARMACOS SOBRE LA
VIABILIDAD, APOPTOSIS Y NECROSIS ENTRE LAS DIFERENTES LINEAS
CELULARES

Observamos como casi todos los compuestos tuvieron mayor efecto

citotoxico sobre las diferentes lineas celulares estudiadas a las 48 horas si lo

comparamos con su efecto a las 24 horas de tratamiento. La unica excepcion la

encontramos en la serie HT-29, donde la viabilidad aumentd pasadas las 24

horas (figura 50).
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FIGURA 50. PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES SEGUN FARMACO.
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De las células apoptéticas tempranas destacé la gran diferencia que se
observaban dependiento del tiempo de tratamiento. De este modo, en la linea
celular MCF-7 la apoptosis temprana disminuyo en las 48 respecto a las 24
horas. Este mismo efecto, pero con diferencias mas acusadas, lo pudimos
comprobar cuando se traté de la linea celular MCF-10A. En las de origen
intestinal curiosamente ocurrié el fendmeno inverso, encontramos mayor
apoptosis temprana cuanto mas tiempo de tratamiento estuvieron. Lo que si se
repitid fue la selectividad mucho mas alta en lineas celulares normales (figura
51).
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FIGURA 51. PORCENTAJE DE CELULAS APOPTOTICAS TEMPRANAS SEGUN FARMACO.
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Comprobamos como en esta ocasion ocurria el fendbmeno opuesto al
caso anterior. La apoptosis tardia aumenté conforme incrementaba el tiempo
en las células de estirpe mamaria, y en las de estirpe intestinal el efecto
contrario, encontrabamos menores porcentajes de células en esta situacion a
las 48 horas (figura 52).

CELULAS APOPTOTICAS TARDIAS

90
80
70 -
60
50 -
40 -
30 - —
20 -
10 -

PORCENTAJE (%)

MCF-7 MCF-7 MCF- MCF- HT-29 HT-29 IEC-6 IEC-6
(24h) (48h) 10A 10A (24h) (48h) (24h) (48h)
(24h) (48h)

O Cont. Negat. @ Control OMB-90A OMB-90B
BKS-47A OKS-47B B MN-80C OMN-84D

s ANl AAQD mAINA anOD (=B W Vol WinY [ =B W InValleYaYeln'

FIGURA 52. PORCENTAJE DE CELULAS APOPTOTICAS TARDIAS SEGUN FARMACO.
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El porcentaje de células necréticas aumento conforme avanzaba el
tiempo en las células tumorales y normales mamarias, mientras que en ambos
tipos de células intestinales observamos el fenbmeno contrario, el porcentaje
de células necroticas fue mayor a las 24horas. Este ultimo fendmeno pudo
deberse a que, tras 48 horas de tratamiento, la cantidad de células era mucho
menor debido a la gran actividad citotoxica que mostraron los compuestos
(figura 53).
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FIGURA 53. PORCENTAJE DE CELULAS NECROTICAS SEGUN FARMACO.

5.2 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL

Los resultados obtenidos por citometria de flujo fueron corroborados con
un analisis mediante microscopia confocal. De este modo, tras la induccion de

las cuatro lineas celulares con los diferentes farmacos seleccionados se
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pudieron observar fendbmenos de apoptosis temprana y tardia, y, en menor

medida, necrosis celular (figuras 54, 55 y 56).

En las células apoptdticas, se observa la membrana citoplasmatica con
un intenso marcaje con Anexina V (color verde) y el nucleo desectructurado
con condensacion de cromatina en su interior. Por el contrario, en las
necroticas se observa ruptura de la membrana citoplasmatica y el nucleo
aparece expandido pero no desorganizado. En los controles, al no tehirse las
células viables, tan solo se observd un pequefio porcentaje de las células

tefidas con ioduro de propidio que se correspondia con las células necréticas.

En la figura 54 se aprecian células apoptoticas tempranas con
membrana poco desorganizada y nucleo desectructurado con escasa tincion

roja, lo cual indica un estadio temprano de apoptosis.

FIGURA 54. CELULAS DESPUES DE 48 HORAS DE TRATAMIENTO CON EL FARMACO
MDG-828B (x 100). A) LINEA CELULAR MCF-7, B) LINEA CELULAR HT-29.

En la figura 55 se observa apoptosis tardia con fluorescencia verde en la
membrana, nucleo desestructurado y cromatina distribuida por todo el
citoplasma, caracteristico de la fragmentacion del ADN y la formacion de

cuerpos apoptéticos.
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FIGURA 55. CELULAS DESPUES DE 48 HORAS DE TRATAMIENTO CON EL FARMACO
KS-47A (x 100). A) LINEA CELULAR MCF-7, B) LINEA CELULAR MCF-10A.

En parte superior de la figura 56 encontramos un grupo de células
necrotica, sin marcaje verde, dispuestas en forma circular con el nucleo
expandido pero no desorganizado. El resto se correspondid con células

apoptéticas tempranas y tardias.

FIGURA 56. CELULAS DE LA LINEA CELULAR IEC-6 DESPUES DE 48 HORAS DE
TRATAMIENTO CON EL FARMACO KS-47B (x 100).

6. ESTUDIO MORFOLOGICO DE LAS LINEAS CELULARES MEDIANTE
MICROSCOPIA OPTICA

Las diferentes lineas celulares fueron estudiadas en busca de cambios

morfolégicos producidos por la induccién de diferentes farmacos a lo largo de
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72 horas en cultivo. Para ello, se usdé un microscopio optico invertido de

contraste de fase.

Las cuatro lineas celulares, tanto las tumorales como las normales, al
poseer todas un origen epitelial, mostraron caracteristicas muy similares,
aunque si pudimos observar ciertas diferencias. Asi, cada linea celular se

carcterizo por:

- La linea MCF-7 presentd una morfologia epitelial y poligonal con
células mono y multinucleadas. Su crecimiento se produjo en monocapa, como

agregados irregulares (figura 57 A).

- La linea celular MCF-10A mostrd caracteristicas morfologicas de
células epiteliales mamarias normales, creciendo en monocapa como islotes de

células en estrecho contacto (figura 57 B).

- Las células de la linea HT-29 presentaron una clara morfologia
epitelial, creciendo en monocapa con colonias celulares de diversas formas

redondeadas (figura 57 C).

- La linea celular IEC-6 consisti6 en una poblacion homogénea de
células con tipologia epitelial, con un largo nucleo oval, y que crecié en
monocapa formando colonias compactas de células poligonales fuertemente

cohesionadas (figura 57 D).
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FIGURA 57. ASPECTO MORFOLOGICO DE LAS CELULAS PARENTALES (x 100). A) LINEA
CELULAR MCF-7, B) LINEA CELULAR MCF-10A, C) LINEA CELULAR HT-29, D) LINEA
CELULAR IEC-6.

En la linea MCF-7, tras la induccién con los diferentes farmacos, las
células adquirieron forma poligonal en todos los casos, permaneciendo
agrupadas Yy desarrollando prolongaciones citoplasmaticas. Destacar, también,
la presencia de gran cantidad de células muertas despegadas de la superficie
de cultivo, asi como de restos celulares dispersos a lo largo de toda la

monocapa (figura 58).
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FIGURA 58. EJEMPLOS DE CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA EN CELULAS DE LA LINEA
CELULAR MCF-7 INDUCIDAS POR DIFERENTES FARMACOS (x 100). A) TRAS 48 HORAS
DE INDUCCION CON MDG-828B, B) TRAS 48 HORAS DE INDUCCION CON MDG-898D, C)
TRAS 72 HORAS DE INDUCCION CON KS-47A, D) TRAS 72 HORAS DE INDUCCION CON
MDG-884D.

En la linea celular MCF-10A se aprecid, de igual modo, la existencia de
células con un aspecto mas alargado que las parentales. Las colonias
presentaban menor grado de compactacion, aspecto mas irregular con bordes
menos suavizados. Por otro lado, se observé frecuentemente la presencia de
agrupaciones de células no vivas adheridas al soporte y células no adheridas

aparentemente muertas (figura 59).

183



Octavio Caba Pérez Resultados

FIGURA 59. EJEMPLOS DE CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA DE CELULAS MCF-10A
TRATADAS CON DIFERENTES FARMACOS (x 100). A) TRAS 48 HORAS DE INDUCCION
CON MN-116B (x 100), B) TRAS 48 HORAS DE INDUCCION CON MDG-884D C) TRAS 72
HORAS DE INDUCCION CON MN-84D, D) TRAS 72 HORAS DE INDUCCION CON MDG-828B.

La linea celular HT-29 presentd6 en los cultivos una mayor
heterogeneidad respecto al tamafo de las células que los constituyen,
apareciendo células hipertroficas con presencia de material denso
intracitoplasmatico. Ademas, fue caracteristico una mayor produccion de
material extracelular por parte de las colonias. Por otro lado, al igual que en los
casos anteriores, aparecid gran cantidad de células dispersas y restos

celulares en el cultivo (figura 60).
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FIGURA 60. EJEMPLOS DE CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA EN CELULAS DE LA LINEA
CELULAR HT-29 INDUCIDAS POR DIFERENTES FARMACOS (x 100). A) TRAS 48 HORAS
DE INDUCCION CON KS-47A, B) TRAS 48 HORAS. DE INDUCCION CON MN-84D, C) TRAS
72 HORAS DE INDUCCION CON KS-47A, D) TRAS 72 HORAS DE INDUCCION CON MB-90A.

Las colonias de la linea celular IEC-6 tratadas con los diferentes
farmacos se caracterizaron por ser mas dispersas, irregulares, con menor
cohesion y por estar constituidas por células de tamafo heterogéneo, con
mayor presencia de células fibrosas, asi como células muertas tanto libres
como adheridas a la superficie de cultivo. También destacé la existencia de un

mayor contenido de material denso intracitoplasmatico (figura 61).
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FIGURA 61. EJEMPLOS DE CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA DE CELULAS IEC-6 INDUCIDAS
TRATADAS CON DIFERENTES FARMACOS (x 100). A) TRAS 48 HORAS DE INDUCCION
CON MDG-898D, B) TRAS 48 HORAS DE INDUCCION CON MDG-884D, C) TRAS 72 HORAS
DE INDUCCION CON KS-47B, D) TRAS 72 HORAS DE INDUCCION CON MN-116B.

7. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA POR MICROARRAYS

Para llevar a cabo el estudio de las modificaciones producidas a nivel de
expresion génica, y debido a la amplitud de datos que se derivan de estos
estudios (se realiza un analisis de casi 22.000 genes para cada farmaco y linea

celular), seleccionamos cinco compuestos de las familias previamente elegidas.

En primer lugar, extrajimos el ARN de cada una de las muestras, tal y
como se describe en el apartado 9.1 de Material y Métodos. A continuacion,
para determinar la idoneidad de las muestras obtenidas, chequeamos la

integridad del ARN mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior
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visualiacién por transilumninacion ultravioleta. En todos los casos pudimos

comprobar como el ARN se encontraba integro (figura 62).

FIGURA 62. ELECTROFORESIS DEL ARN DE LA LINEA CELULAR MCF-7 TRATADA CON
LOS DIFERENTES COMPUESTOS EN GEL DE AGAROSA, VISTA EN DENSITOMETRO
CON TRANSILUMINACION ULTRAVIOLETA.

Ademas, las mismas muestras fueron testadas mediante bioanalizador
en el servicio de gendmica del CNIO, tras lo cual se pudo corroborar la calidad
del material ya que al estudiar la relacién entre la fraccion 28S y la 18S

obteniamos, en todos los casos, valores cercanos a 2 (figura 63).
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FIGURA 63. PERFIL OBTENIDO CON EL ARN DE LA LINEA CELULAR HT-29 TRATADA
CON EL COMPUESTO MDG-898D, TRAS ANALISIS CON BIOANALIZADOR. EN EL LADO
DERECHO TAMBIEN PODEMOS OBSERVAR CLARAMENTE LAS DOS BANDAS
CORRESPONDIENTES A LA FRACCION 28S Y 18S.

Tras comprobar la integridad del ARN de todas las muestras, se
procedié a su hibridacién, obteniendo una serie de imagenes formadas por

miles de puntos (“spots”) cada uno de cuales representaba un gen (figura 64).

Las imagenes anteriores fueron escaneadas y se realiz6 un analisis
computacional simple de contraste binario de parejas de microarrays (tratado
frente a control) utilizando el “Algorithm MAS5” de Affymetrix. Tras obtener los
resultados numeéricos, establecimos como criterio de seleccion de los genes
diferencialmente expresados (Differentially Expressed Genes, DEG) valores
mayores o iguales a 2 veces frente al control, tanto para genes inducidos como
reprimidos. A continuacién, los genes fueron agrupados basandonos en su
funcidn biolégica, usando para ello la pagina web: http://fatigo.bioinfo.cipf.es/

(ver Anexo).
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FIGURA 64. IMAGEN OBTENIDA TRAS LA HIBRIDACION A) LINEA CELULAR MCF-10A
TRATADA CON KS-47B, B) LINEA CELULAR HT-29 TRATADA CON MDG-898D.

7.1. LINEA CELULAR MCF-7

El compuesto que mas cambios provocd fue el KS-47A (242 genes
inducidos y 175 reprimidos) mientras que el MDG-884 D fue el que menos (178
genes inducidos y 87 reprimidos). Los otros tres farmacos mostraron valores
intermedios a los anteriores y bastante parecidos, en cuanto a numero de DEG

se refiere (figura 64).
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FIGURA 65. NUMERQ DE GENES INDUCIDOS Y REPRIMIDOS, A PARTIR DE 2-FOLD, POR
LOS DIFERENTES FARMACOS EN LA LINEA CELULAR MCF-7.

A continuacion, detallamos, a modo de ejemplo, la relacion de genes

inducidos por el compuesto KS-47B, indicando el nombre comun, su referencia

en el “Genebank”, su log, y el proceso bioldgico en el que esta implicado, en el

caso de que se conozca.(figura 66).

Common

regulator of G-protein
signalling 6

F-box and leucine-rich
repeat protein 8
programmed cell death
7

olfactory receptor, family
4, subfamily F, member
hypothetical protein FLJ
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NM_018378
NM_005707

NM_001001674
NM_024809

Log;

5,67

4,96
4,90

4,80
4,44

190

GO Biological Process

G-protein coupled receptor protein signaling
pathway; intracellular signaling cascade;
regulation of G-protein coupled receptor
protein signaling pathway

ubiquitin cycle

apoptosis

G-protein coupled receptor protein signaling
pathway; perception of smell



Octavio Caba Pérez Resultados

Common 2eneb_ank Log, GO Biological Process

ccesion
tuftelin 1 NM_020127 3,36 bone mineralization; odontogenesis
transmembrane protein 25 NM_032780 3,07

intracellular signaling cascade;
NM_006269 3,01 phototransduction, visible light; visual
perception

retinitis pigmentosa 1
(autosomal dominant)
chromosome 1 open NM 017673 2,98
reading frame 26 -

UDP glycosyltransferase 8 (UDP-galactose
ceramide galactosyltransferase)
angiotensin Il receptor-like

1 NM_005161 2,61
late cornified envelope 1B NM_178349 2,60
wingless-type MMTV

2,88

G-protein coupled receptor protein signaling
pathway

development; frizzled-2 signaling pathway;

integration site family, NM_003394 2,58 sianal transduction

member 10B 9

Rho GTPase activating NM 001174 251 Rho protein signal transduction; actin filament
protein 6 - ’ polymerization

A kmose (PRKA) anchor NM_006422 2,50 acrosome reaction; cell motility

protein 3

Sperm associated antigen NM_172345 2,50 spermatogenesis

matrix metalloproteinase
15 (membrane-inserted)
hypothetical protein

protein modification; proteolysis and

NM_002428 2,49 . s
peptidolysis

XM_371312 2,49

FLJ39117

toll-like receptor 7 2,48

sidekick homolog 1 (chicken) 2,48

ROBO2 NM_002942 2,45

fatty acid binding protein NM 001446 244 fatty acid metabolism; negative regulation of
7, brain - ’ cell proliferation; neurogenesis; transport
gitathione S-transferase iy 153699 2,44 metabolism

ST6 (alpha-N-acetyl-
neuraminyl-2,3-beta-
galactosyl-1,3)-N-
acetylgalactosaminide
alpha-2,6-sialyltransferase
3

Paeciéfhf‘;knif dnzc”pt'o” NM_001001877 2,42 regulation of transcription, DNA-dependent
FLJ16046 protein NM_207407 2,41 proteolysis and peptidolysis

aldo-keto reductase family

1, member C4

(chlordecone reductase;

3-alpha hydroxysteroid NM_001818 2,41 androgen metabolism; bile acid transport
dehydrogenase, type |;

dihydrodiol

dehydrogenase 4)

cancer antigen 1 NM_175745 2,41

sema domain,
immunoglobulin domain
(Ig), and GPI membrane
anchor, (semaphorin) 7A
discs, large homolog 2,
chapsyn-110 (Drosophila) NM_001364 2,40
similar to hypothetical prot NM_203422 2,40
insulin growth factor-like NM_198541 2,40

NM_152996 2,43

development; immune response;

NM_003612 2,40 .
- neurogenesis
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Common 2eneb_ank Log, GO Biological Process
ccesion

hypothetical protein
FLJ20716 NM_017938 2,39

chromatin silencing; chromosome

organization and biogenesis (sensu
transition protein 1 (during Eukaryota); fertilization, exchange of
histone to protamine NM_003284 2,39 chromosomal proteins; nucleosome
replacement) disassembly; sexual reproduction; single

strand break repair; sperm motility; spermatid
nuclear elongation; spermatogenesis
nicotinamide nucleotide

adenylyltransferase 2 NM_015039 2,38 NAD biosynthesis; phospholipid biosynthesis
netrin G1 NM_014917 2,38 axonogenesis
acid phosphatase, NM_001099 2,38 regulation of cell cycle

prostate
zinc finger protein 382 NM_032825 2,37 regulation of transcription, DNA-dependent

phospholipase C-like 2 NM 015184 237 intracellular signaling cascade; lipid

metabolism
microsomal triglyceride
transfer protein (large NM_000253 2,36 lipid metabolism; lipid transport
polypeptide, 88kDa)
cell-cell adhesion; defense response;
NM_006061 2,36 fertilization; innate immune response;
spermatogenesis

cysteine-rich secretory
protein 3

hypothetical protein

MGC40178 NM_152325 2,36
G-protein coupled receptor protein signaling
pathway; adenylate cyclase activation; cell
proliferation; glucose transport; phospholipase

endothelin receptor type A NM_001957 2,35 C activation; positive regulation of cytosolic
calcium ion concentration; respiratory
gaseous exchange; signal transduction;

smooth muscle contraction
?crapie responsive protein NM_007281 2,35 neurogenesis

recoverin NM_002903 2,35 signal transduction; visual perception
hypothetical protein MGC13057 2,34

ATP-binding cassette,

sub-family B (MDR/TAP), NM_003742 2,34 transport

member 11

proteolipid protein 1 (Pelizaeus-Merzbacher

disease, spastic paraplegia 2, 2,34

uncomplicated)
regulator of G-protein NM_002927 2,33 signal transduction
signalling 13

collagen, type XXVII, alpha 1 2,33
GATA binding protein 5 NM_080473 2,33

orthodent_icle homolog 2 NM 021728 2.33 development; regulation of transcription, DNA-
(Drosophila) - dependent

ret finger protein-like 2 NM_006605 2,32 protein ubiquitination

Bruton . _ NM 000061 2.32 !nduct|on of apoptg&s by extracellular signals;
agammaglobulinemia - intracellular signaling cascade.

HS1-binding protein 3 NM_106552 2,32

positive regulation of transcription; regulation
of transcription, DNA-dependent

FIGURA 66. GENES INDUCIDOS EN LA LINEA CELULAR MCF-7 TRAS TRATAMIENTO
CON KS-47B.
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7.2. LINEA CELULAR MCF-10A

En esta linea celular los compuestos KS-47A y MDG-828B fueron, con
diferencia, los farmacos que menor numero de DEG indujeron (147 y 135
respectivamente). En el caso contrario se encuentra el compuesto MDG-898D

que provoco diferencias significativas en la expresion de 425 genes (figura 67).
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FIGURA 67. NUMERQ DE GENES INDUCIDOS Y REPRIMIDOS, A PARTIR DE 2-FOLD, POR
LOS DIFERENTES FARMACOS EN LA LINEA CELULAR MCF-10A.

En esta ocasidn reseiiamos los genes reprimidos por el farmaco MDG-
828B en la linea celular mCF-10A, indicando el nombre comun, su referencia
en el “Genebank”, su log, y el proceso bioldgico en el que esta implicado, en el

caso de que se conozca.(figura 68).
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Resultados

Common

regulator of G-protein
signalling 7

Genebank
Accesion

NM_002924

mesenchymal stem cell protein DSCD28

cadherin 8, type 2
hypothetical protein
MGC44505

C-type lectin domain family 4,
member D

hypothetical protein FLJ10159

coagulation factor Il
(thrombin)

hypothetical protein FLJ39822
pogo transposable element
with KRAB domain

MCF.2 cell line derived
transforming sequence-like
hypothetical protein
MGC45806

myelin transcription factor 1
ankyrin repeat domain 30A
potassium channel, subfamily
K, member 3

hypothetical protein FLJ35976

claudin 2

heat shock regulated 2
doublecortin and CaM kinase-
like 2

KIAA1900

caspase 14, apoptosis-related
cysteine protease

microsomal triglyceride
transfer protein (large
polypeptide, 88kDa)

fibroblast growth factor 9
(glia-activating factor)

potassium large conductance
calcium-activated channel,
subfamily M beta member 3
uroplakin 1A

Common
chemokine-like receptor 1

annexin A13

kelch-like 10 (Drosophila)
cryptochrome 2

NM_001796
NM_178553

NM_080387
NM_018013

NM_000506

NM_173512
NM_017542

NM_024979

NM_152304

NM_004535
NM_052997

NM_002246
NM_173639
NM_020384
NM_018296
NM_152619

NM_012114

NM_000253

NM_002010

NM_171828

NM_007000
Genebank
Accesion

NM_004072

NM_001003954

NM_152467
NM_021117
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Log,

Log,

GO Biological Process

intracellular signaling cascade; regulation
of G-protein coupled receptor protein
signaling pathway

cell adhesion; homophilic cell adhesion

STAT protein nuclear translocation; acute-
phase response; apoptosis; caspase
activation; development; fibrinolysis;
platelet activation; proteolysis and
peptidolysis; regulation of blood
coagulation; regulation of cell cycle;
response to wounding; tyrosine
phosphorylation of STAT protein

amino acid transport

anti-apoptosis; development; regulation of
transcription, DNA-dependent

electron transport; intracellular signaling
cascade

small GTPase mediated signal
transduction

regulation of transcription, DNA-dependent
regulation of transcription, DNA-dependent
ion transport; potassium ion transport;
synaptic transmission

G0:16338(calcium-independent cell-cell
adhesion)

intracellular signaling cascade; protein
amino acid phosphorylation

apoptosis; epidermis development;
proteolysis and peptidolysis

lipid metabolism; lipid transport

cell differentiation; cell proliferation; cell-
cell signaling; regulation of cell cycle;
signal transduction

potassium ion transport

GO Biological Process

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway; chemotaxis; immune
response; skeletal development

cell differentiation; negative regulation of
coagulation

DNA repair
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Resultados

Common

chorionic gonadotropin, beta
polypeptide 1

hypothetical protein
BC019238

protein kinase, cCAMP-
dependent, regulatory, type I,
alpha

hypothetical protein
MGC34732

olfactory receptor, family 51,
subfamily B, member 4
metallothionein 2A
polymerase (DNA directed),
eta
glycosylphosphatidylinositol
specific phospholipase D1
hypothetical protein FLJ37538

glutamate receptor,
metabotropic 7

ras homolog gene family,
member B

chemokine (C-X3-C motif)
ligand 1

ninjurin 2
olfactory receptor, family 4,
subfamily P, member 4

matrilin 1, cartilage matrix
protein

transthyretin (prealbumin,
amyloidosis type I)

ATPase, Class |, type 8B,
member 3

dehydrodolichyl diphosphate
synthase

Common

C-type lectin domain family
12, member A

major intrinsic protein of lens
fiber

defensin, beta 123

major histocompatibility
complex, class Il, DQ beta 1

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)

Genebank
Accesion

NM_033377

NM_138789

NM_004157

NM_173556

NM_033179
NM_005953
NM_006502

NM_001503
NM_173564

NM_000844

NM_004040

NM_002996

NM_016533

NM_001004124

NM_002379

NM_000371
NM_138813

NM_024887

Genebank
Accesion

NM_201625

NM_012064
NM_153324

NM_002123

NM_153705
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Log,

Log,

GO Biological Process

intracellular signaling cascade; protein
amino acid phosphorylation; signal
transduction

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway; perception of smell
copper ion homeostasis

DNA replication; regulation of DNA repair

cell-matrix adhesion

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway; negative regulation of
adenylate cyclase activity; perception of
smell; synaptic transmission
angiogenesis; cell adhesion; cell cycle;
endosome to lysosome transport; negative
regulation of cell cycle; positive regulation
of angiogenesis; programmed cell death,
transformed cells; protein transport; small
GTPase mediated signal transduction

cell adhesion; cytokine and chemokine
mediated signaling pathway; immune cell
chemotaxis; immune response; leukocyte
adhesive activation; positive regulation of
calcium-independent cell-cell adhesion;
positive regulation of inflammatory
response

cell adhesion; neurogenesis; neuronal cell
adhesion; tissue regeneration

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway; perception of smell
cartilage condensation; extracellular matrix
organization and biogenesis; protein
complex assembly

thyroid hormone generation; transport
cation transport
metabolism

GO Biological Process

cell-cell signaling; transport; visual
perception

defense response to bacteria

antigen presentation, exogenous antigen;
antigen processing, exogenous antigen via
MHC class Il; immune response
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Resultados

c Genebank
ommon .
Accesion
hypothetical protein FLJ25955 NM_178821
lymphocyte antigen 75 NM_002349

platelet/endothelial cell
adhesion molecule (CD31 NM_000442
antigen)

late cornified envelope 2B NM_014357
hypothetical protein MGC10814

myomesin 1 (skelemin) 185kDa

Hpall tiny fragments locus 9C NM_022727
chromosome X open reading

f NM_152693
rame 50

hypothetical protein MGC16142

collagen, type VII, alpha 1

(epidermolysis bullosa, NM 000094

dystrophic, dominant and
recessive)

extracellular matrix protein 2, female organ and

adipocyte specific

C2orf16 NM_032266
necdin homolog (mouse) NM_002487
organic solute transporter NM 178859
beta -

CuUB and Sushi multiple NM_052896
domains 2

CD33 antigen (gp67) NM_001772
hairy/enhancer-of-split related

with YRPW motif-like NM_014571
TSPY-like 2 NM_022117
KIT ligand NM_000899

G protein-coupled receptor 51 NM_005458

nudix (nucleoside
diphosphate linked moiety X)- NM_018159
type motif 11

t-complex-associated-testis-
expressed 3
sulfotransferase family,
cytosolic, 1B, member 1
CD1A antigen, a polypeptide

NM_174910

NM_014465

interleukin 12 receptor, beta2 NM_001559

early growth response 4 NM_001965
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Log,

GO Biological Process

endocytosis; inflammatory response

cell motility; cell recognition; signal
transduction

epidermis development

cell adhesion; epidermis development;
phosphate transport

negative regulation of cell proliferation;
neurogenesis; regulation of cell cycle;

regulation of cell growth; regulation of

transcription, DNA-dependent

cell adhesion; cell-cell signaling; negative
regulation of cell proliferation; signal
transduction

neurogenesis; regulation of transcription,
DNA-dependent

cytokinesis; negative regulation of DNA
replication; negative regulation of cell
cycle; negative regulation of cell growth;
nucleosome assembly; regulation of
protein kinase activity; regulation of signal
transduction

cell adhesion; cell proliferation;

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway; negative regulation of
adenylate cyclase activity; synaptic
transmission

calcium-mediated signaling; cyclic-
nucleotide-mediated signaling; intracellular
signaling cascade; intracellular transport;
regulation of RNA-nucleus export

biogenic amine metabolism; steroid
metabolism

cell surface receptor linked signal
transduction; positive regulation of cell
proliferation

positive regulation of cell proliferation;
regulation of transcription, DNA-dependent
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Resultados

c Genebank

ommon .
Accesion

cytochrome P450, family 26,

subfamily A, polypeptide 1 NM_057157

hypothetical protein

LOC120376 XM_071712

prostaglandin E receptor 1

(subtype EP1), 42kDa NM_000955

keratin 15 NM_002275

Duffy blood group NM_002036

hypothetical protein

MGC48915 NM_178540

BAl1-associated protein 2-like 2

hypothetical protein

MGC35169 NM_152324

protein tyrosine phosphatase, NM 002849

receptor type, R -

chlpride chanqel, calcium NM_001285

activated, family member 1

chromosome 20 open reading NM_182519

frame 186

lipase, gastric NM_004190

interleukin 10 receptor, alpha NM_001558

poliovirus receptor-related 4  NM_030916

olfactory receptor, family 2,
subfamily W, member 3

paired box gene 6 (aniridia,

keratitis) NM_001604
zinc finger protein 229 NM_014518
X antigen family, member 5 NM_130775
C-type lectin domain family 4, NM_014358

member E

potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, member NM_000891
2

homeo box B8

TSPY-like 6

complement component 1, q
subcomponent-like 2

zinc finger protein 22 (KOX
15)

olfactory receptor, family 8,
subfamily B, member 4
tumor necrosis factor (ligand)

NM_024016

NM_182528

NM_006963

X NM_005118
superfamily, member 15 -
solute carrier family 4, sodium
bicarbonate cotransporter, NM_031467
member 9
endothelial differentiation,
lysophosphatidic acid G- NM_012152

protein-coupled receptor, 7

NM_001001957

NM_001003937

NM_001005196
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Log, GO Biological Process

electron transport; metabolism

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway

epidermis development

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway

embryonic development (sensu
Mammalia); enzyme linked receptor
protein signaling pathway; protein amino
acid dephosphorylation

chloride transport

lipid catabolism; triacylglycerol metabolism

cell differentiation; central nervous system
development; eye morphogenesis (sensu
Endopterygota); organogenesis; regulation
of transcription, DNA-dependent; visual
perception

regulation of transcription, DNA-dependent

antimicrobial humoral response (sensu
Vertebrata); immune response

ion transport; potassium ion transport

development; regulation of transcription,
DNA-dependent
nucleosome assembly

phosphate transport

odontogenesis; regulation of transcription,
DNA-dependent

G-protein coupled receptor protein
signaling pathway; perception of smell
immune response; regulation of cell cycle;
signal transduction

anion transport

G-protein signaling, coupled to cyclic
nucleotide second messenger; positive
regulation of cytosolic calcium ion
concentration; synaptic transmission
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Resultados

Common

hemicentin

fibroblast growth factor 21

Fc fragment of IgG, low
affinity lla, receptor (CD32)
chromosome X open reading
frame 44

core 2 beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
3

peroxisome proliferative
activated receptor, gamma,
coactivator 1, alpha

protein Z, vitamin K-
dependent plasma
glycoprotein

neural retina leucine zipper

cyclin-dependent kinase
inhibitor 2B (p15, inhibits
CDK4)

ATPase type 13A5

tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 4 (tax-
transcriptionally activated
glycoprotein 1, 34kDa)

egl nine homolog 3 (C.
elegans)

tripartite motif-containing 55
ATPase, H+ transporting,
lysosomal 56/58kDa, V1
subunit B, isoform 1 (Renal
tubular acidosis with
deafness)

Genebank
Accesion

NM_031935

NM_019113
NM_021642

NM_138362

NM_016591

NM_013261

NM_003891

NM_006177

NM_004936

XM_496332

NM_003326

NM_022073
NM_184086

NM_001692

Log,

-0,93

GO Biological Process

blood coagulation; cell adhesion;
homophilic cell adhesion; protein amino
acid phosphorylation

cell-cell signaling; signal transduction

immune response

O-linked glycosylation; carbohydrate
metabolism

RNA splicing; brown adipocyte
differentiation; cell glucose homeostasis;
cellular respiration; digestion; fatty acid
oxidation; gluconeogenesis; mRNA
processing; mitochondrion organization
and biogenesis; positive regulation of fatty
acid oxidation; positive regulation of
gluconeogenesis; positive regulation of
histone acetylation; protein complex
assembly; protein stabilization; regulation
of transcription, DNA-dependent; response
to starvation; thermoregulation;
transcription initiation from Pol Il promoter

blood coagulation; proteolysis and
peptidolysis

regulation of rhodopsin gene activity;
regulation of transcription, DNA-
dependent; transcription from Pol I
promoter; visual perception

cell cycle; cell cycle arrest; negative
regulation of cell cycle; negative
regulation of cell proliferation;
regulation of cyclin dependent protein
kinase activity

cell-cell signaling; immune response;
positive regulation of cell proliferation;
signal transduction

protein metabolism
protein ubiquitination; signal transduction

ATP synthesis coupled proton transport;
energy coupled proton transport, against
electrochemical gradient; excretion;
perception of sound

FIGURA 68. GENES REPRIMIDOS EN LA LINEA CELULAR MCF-10A TRAS TRATAMIENTO

CON MDG-828B.
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7.3. LINEA CELULAR HT-29

Lo mas resefiable del efecto de los diferentes compuestos sobre esta
linea celular fue que aparecen, en todos los casos, un mayor numero de genes
reprimidos que inducidos. El caso extremo lo encontramos en el farmaco MDG-
898D donde se indujeron tan sélo 35, por los 165 que se reprimieron (figura
69).

HT-29

250
200
150 -
100 -

50

N° Genes
o
_l

.50 -
-100 —
-150
-200
-250

O KS-47A EKS-47B OMDG-828B mMDG-884D
OMDG-898D 0OIND. B REP.

FIGURA 69. NUMERQ DE GENES INDUCIDOS Y REPRIMIDOS, A PARTIR DE 2-FOLD, POR
LOS DIFERENTES FARMACOS EN LA LINEA CELULAR HT-29.

En este caso representamos, a modo de ejemplo, el nombre comun,

referencia en el “Genebank”, log, y el proceso bioldgico al que esta asociado
de los genes inducidos por MDG-884D en HT-29 (figura 70).
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Resultados

Common

tubulin, beta 4

lysosomal-associated
membrane protein 3

unc-5 homolog B (C.
elegans)

chromosome 1 open reading
frame 24

procollagen-lysine, 2-
oxoglutarate 5-dioxygenase 2
KIAA0553 protein

homeo box B8

tumor protein p53 inducible
nuclear protein 1

cadherin 15, M-cadherin
(myotubule)

protein kinase, AMP-
activated, gamma 3 non-
catalytic subunit
acetyl-Coenzyme A
synthetase 2 (ADP forming)
cingulin-like 1

stimulated by retinoic acid
gene 6 homolog (mouse)
phosphodiesterase 2A,
cGMP-stimulated

A kinase (PRKA) anchor
protein 10

chromosome 20 open reading
frame 96

very low density lipoprotein
receptor

melanoma antigen

egl nine homolog 3 (C.
elegans)

serine/threonine kinase 23
aldolase C, fructose-
bisphosphate

N-myc downstream regulated
gene 1

solute carrier family 3
(cystine, dibasic and neutral
amino acid transporters,
activator of cystine, dibasic
and neutral amino acid
transport), member 1
aquaporin 1 (channel-forming
integral protein, 28kDa)
carbonic anhydrase IX
transthyretin (prealbumin,
amyloidosis type |)

interferon induced
transmembrane protein 1 (9-
27)

Genebank
Accesion

NM_006087

NM_014398
NM_170744
NM_022083

NM_182943

NM_001002909

NM_024016
NM_033285

NM_004933

NM_017431

NM_018677
NM_032866
NM_022369

NM_002599
NM_007202

NM_153269

NM_003383

NM_022073

NM_014370
NM_005165

NM_006096

NM_000341

NM_198098
NM_001216
NM_000371

NM_003641

Log,

3,22

2,49
2,37
2,35

2,35
2,27
2,19

2,05

1,79

1,79

1,68
1,62
1,61

1,60
1,59

1,59

1,58

1,56
1,55
1,54
1,52

1,50

1,46

1,42
1,41
1,40

1,40

GO Biological Process

microtubule polymerization; microtubule-
based movement; natural killer cell
mediated cytotoxicity

cell proliferation

apoptosis; development; signal
transduction

protein folding

protein metabolism; protein modification

Bi ological_process unknown
development; regulation of transcription,
DNA-dependent

cell adhesion; homophilic cell adhesion

fatty acid biosynthesis; generation of
precursor metabolites and energy; protein
kinase cascade

lipid biosynthesis; metabolism

signal transduction

protein localization; signal transduction

cholesterol metabolism; endocytosis; lipid
transport; memory; neurogenesis; signal
transduction

protein metabolism
protein amino acid phosphorylation

fructose metabolism; glycolysis

cell differentiation; response to metal ion

L-cystine transport; amino acid
metabolism; basic amino acid transport;
carbohydrate metabolism

excretion; transport; water transport
one-carbon compound metabolism
thyroid hormone generation; transport

cell surface receptor linked signal
transduction; immune response; negative
regulation of cell proliferation; regulation of
cell cycle; response to biotic stimulus
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Resultados

c Genebank

ommon .
Accesion

tumor necrosis factor, alpha- NM_ 006290

induced protein 3
protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 11 (Noonan NM_002834
syndrome 1)
A kinase (PRKA) anchor

. NM_016377
protein 7 -
hypothetical protein
MGC45491 NM_153246
calmegin NM_004362
neurotrophic tyrosine kinase, NM 006180
receptor, type 2 -
annexin A13 NM_001003954
angiopoietin-like 4 NM_016109
family with sequence NM_014883

similarity 13, member A1

Log,

1,37

1,37

1,36
1,36

1,36

1,35

1,35

1,34

1,33

GO Biological Process

anti-apoptosis; negative regulation of
transcription; ubiquitin cycle

intracellular signaling cascade; perception
of sound; protein amino acid
dephosphorylation

ion transport; protein localization

fertilization (sensu Metazoa); protein
folding

neurogenesis; protein amino acid
phosphorylation; transmembrane receptor
protein tyrosine kinase signaling pathway
cell differentiation; negative regulation of
coagulation

cellular response to starvation; negative
regulation of apoptosis; negative
regulation of lipoprotein lipase activity;
positive regulation of angiogenesis;
positive regulation of lipid metabolism;
response to hypoxia

FIGURA 70. GENES INDUCIDOS EN LA LINEA CELULAR HT-29 TRAS TRATAMIENTO CON

MDG-884D.

7.4. LINEA CELULAR IEC-6

En la linea celular IEC-6 los diferentes compuestos tuvieron efectos muy

homogéneos. Asi, en todos, como en el caso anterior, la cantidad de genes

diferencialmente reprimidos fue mayor que los inducidos, salvo en el caso de

KS-47B en el que obtuvimos el mismo numero de genes inducidos y

reprimidos. MDG-898D fue el farmaco que mayor numero de genes indujo, 161,

y el otro de su familia, MDG-884D, el que menos Por el contrario KS-47A y

MDG-828B fueron los compuestos que mas genes reprimieron, 208, y Ks-47B

el que menos, 158 (figura 71).
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IEC-6

200

150

100 -
50

N° Genes
(e»]

-50 -

. i =

-200 AP SO 00

-250

O KS-47A EKS-47B OMDG-828B EMDG-884D

OMDG-898D 0OIND. B REP.

FIGURA 71. NUMERQ DE GENES INDUCIDOS Y REPRIMIDOS, A PARTIR DE 2-FOLD, POR
LOS DIFERENTES FARMACOS EN LA LINEA CELULAR IEC-6.

Como en los casos anteriores, a modo de ejemplo, detallamos la
relacion de genes inducidos por el compuesto KS-47A, indicando el nombre
comun, su referencia en el “Genebank”, su log, y el proceso biologico en el que

esta implicado, en el caso de que se conozca.(figura 71).
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Resultados

Common
A 42 P820708
NM_022235

CB547577
XM_575808
NM_001003706

NM_017115

NM_012842

TC538969
TC547098

NM_130426

A_43 P10454
XM_230592
XM_236723
A_43_P11090

NM_012741

AWO17747
BF388944
NM_001012744

NM_153735

XM_218927
CB578554
TC551943
XM_236376
NM_017013
XM_220771
BF555788

NM_016991

Genebank
Accesion
3,40

NM_022235

CB547577
XM_575808
NM_001003706

NM_017115

NM_012842

NM_130426

XM_230592
XM_236723

NM_012741

AWO17747
BF388944
NM_001012744

NM_153735

XM_218927
CB578554

XM_236376
NM_017013
XM_220771
BF555788

NM_016991

Log,

1,99

1,87
1,80
1,74

1,68

1,67

1,62
1,58

1,57

1,56
1,55
1,55
1,52

1,52

1,51
1,49
1,48

1,48

1,47
1,45
1,45
1,45
1,45
1,44
1,44

1,44

GO Biological Process

A 42 P820708
G0:0006810(transport); GO:0006811(ion
transport); GO:0006813(potassium ion transport)

GO0:0006355(regulation of transcription, DNA-
dependent); GO:0006366(transcription from RNA
polymerase I
promoter);GO:0007275(development);GO:0007517(muscle
development);GO:0007519(myogenesis); GO:0030154(cell
differentiation)

G0:0000187(activation of MAPK
activity);GO:0006260(DNA

replication); GO:0007001(chromosome organization and
biogenesis (sensu Eukaryota));GO:0007173(epidermal
growth factor receptor signaling
pathway);GO:0007243(protein kinase
cascade);GO:0008284(positive regulation of cell
proliferation); GO:0018108(peptidyl-tyrosine
phosphorylation); GO:0050708(regulation of protein
secretion); GO:0050730(regulation of peptidyl-tyrosine
phosphorylation)

GO0:0006915(apoptosis); GO:0006954(inflammatory
response);G0O:0006955(immune
response);GO:0007166(cell surface receptor linked
signal transduction);GO:0008219(cell
death);GO:0008283(cell
proliferation);GO:0019221(cytokine and chemokine
mediated signaling pathway)

G0:0006281(DNA repair); GO:0006605(protein targeting)

G0:0006954(inflammatory response); GO:0007596(blood
coagulation);GO:0008217(regulation of blood pressure)

GO:9117(nucleotide metabolism)
G0:0006810(transport); GO:0007268(synaptic
transmission);GO:0007417(central nervous system
development)

G0:10003(gastrulation (sensu Mammalia))

GO0:0008152(metabolism)

G0:0007186(G-protein coupled receptor protein signaling
pathway);GO:0007188(G-protein signaling, coupled to
cAMP nucleotide second
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Resultados

Genebank
Common .

Accesion
BF561032 BF561032

NM_001014020 NM_001014020

TC565431

NM_176074 NM_176074

NM_001012744 NM_001012744
XM_347206  XM_347206
XM_226525  XM_226525
TC541949

CB544385 CB544385

XM 238569  XM_238569

NM_019369  NM_019369

A_43_P14127
CB544670 CB544670
A_43_P18778

BF386279 BF386279

XM_342028  XM_342028
XM_342196  XM_342196
TC542876

TC551184

A_42_P757032

Log,
1,43

1,43

1,43

1,43

1,42
1,41
1,39
1,38
1,37
1,36

1,36

1,35
1,35
1,34
1,34
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33

messenger);G0:0007204(elevation of cytoplasmic calcium
ion concentration)

GO Biological Process

GO:6412(protein biosynthesis); GO:6418(tRNA
aminoacylation for protein translation); GO:6435(threonyl-
tRNA aminoacylation)

G0:6919(caspase activation); GO:6958(complement
activation, classical pathway); GO:19835(cytolysis);
GO0:6917(induction of apoptosis); GO:45087(innate
immune response)

GO0:9117(nucleotide metabolism)

GO0:0006953(acute-phase
response);G0:0030212(hyaluronan metabolism)

FIGURA 72. GENES INDUCIDOS EN LA LINEA CELULAR IEC-6 TRAS TRATAMIENTO CON

KS-47A.
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Detras de la complejidad e idiopatia de cualquier tipo de cancer
subyace un numero limitado de eventos criticos que han conferido a la célula
tumoral, y a su progenie, las caracteristicas de expansion e invasion
descontrolada. Uno de estos eventos criticos es la desregulacion de la
proliferacion celular que, junto con la suspension de la apoptosis necesaria
para que la anterior se afiance, proporciona la base minima necesaria para
fomentar la progresion neoplasica (Evan y Vousden, 2001). Lejos de ser dos
procesos independientes, las vias moleculares que controlan el ciclo celular y
la apoptosis estan relacionadas, de tal manera que mutaciones que originan un
incremento en la proliferacién celular suelen afectar a la regulacion de la

apoptosis (Fridman y Lowe, 2003).

La busqueda de farmacos, que actuen especificamente frente a dianas
de estos fendmenos criticos para el desarrollo del cancer, debe proveernos
potentes y especificas armas terapéuticas contra el mismo. El avance en el
conocimiento de los mecanismos que regulan la proliferacion celular,
diferenciacion y apoptosis apoya el desarrollo de nuevas estrategias basadas
en el disefio de nuevos agentes antitumorales (Garret y Workman, 1999).
Ademas, el reciente desarrollo de la tecnologia de microarrays proporciona una
gran arma para el conocimiento de estos mecanismos, ya que permite el
estudio de las modificaciones en el patrén de expresién génica que provoca un
tratamiento dado (Clarke et al., 2001).

Por otro lado, el uso de lineas celulares cancerigenas como modelos
para el estudio de los efectos de agentes antitumorales ha supuesto una
mejora a la hora de la investigacion, ya que sirve como prueba de su eficacia
antes de su uso en pacientes. También es interesante el efecto que muestra un
tratamiento a estudiar sobre lineas celulares no cancerigenas, ya que nos da
idea del grado de especificidad de dicho tratamiento y de la posibilidad de

aparicion de efectos secundarios (Zhang et al., 1997).
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Por todo ello, estudiamos en lineas celulares tumorales y no tumorales
de mama y colon las modificaciones que provocaban los nuevos farmacos
antitumorales a estudiar. Se analizé los efectos que éstos tenian sobre el
patrén de crecimiento, ciclo celular, apoptosis y patrén de expresién génica en

cada una de las cuatro lineas.

DESARROLLO DE LOS NUEVOS FARMACOS ANTITUMORALES

Los compuestos estudiados en esta Tesis tienen su antecedente en el 5-
fluorouracilo (5-FU), un conocido agente antitumoral que posee el
inconveniente de su elevada toxicidad, lo que ha disparado el interés de la
comunidad cientifica en la busqueda de derivados con un mayor espectro de

actuacion y, sobre todo, una menor toxicidad.

Debido al hecho de que no se habia llevado a cabo ningun estudio
sistematico de la relacion estructura-actividad de O,N-acetales de siete
miembros, se pensd en la necesidad de acometer un estudio de estas
caracteristicas sobre estos compuestos tan poco estudiados en bibliografia,
con el objetivo de buscar nuevos agentes anticancerosos. Propusimos, por
tanto, una serie de bioisosteros de O,N-acetales de 5-FU de siete miembros

con una anillo de benceno fusionado al nucleo heptatomico.

Por otra parte, la preparacién y evaluacién de un derivado con un anillo
de seis miembros podria ser interesante para destacar la importancia de los
compuestos con el anillo de siete miembros. Se preparé un analogo en el que
la base pirimidinica sintética 5-FU se sustituy6 por la base natural uracilo para
demostrar el papel que jugaba en la actividad biolégica tanto la base como el
resto de 2,3-dihidro-5H-benzodioxepino. En todos estos casos, la unién del
resto de 5-FU al ciclo medio (de seis o de siete miembros) o al ciclo grande (de
catorce miembros) se lleva a cabo a través de su N-1.

En estos estudios previos se encontrd la correlacién entre el porcentaje

de células tratadas (en forma de logaritmo) que se encuentran en la fase Go/G1,
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con los compuestos estudiados a sus concentraciones Clsp, y sus lipofilias

calculadas mediante la opciéon CDR del programa PALLAS 2.0:

log (%Go/G1) = 1.801 (+0,009) + 0,055 (+0,003) clog P
n=7,7~=0,976, s = 0,008, Fi5= 206,10, p < 0,001

donde n es el nimero de compuestos, * es el coeficiente de correlacion, s es
la desviacion estandar, F es la relacidon entre las variancias de las actividades
observadas y calculadas, y los datos entre paréntesis son los errores

estandares de las estimaciones.

La importancia de estos resultados radic6 en que los compuestos
estudiados eran farmacos per se, en los que el fragmento ciclico
benzofusionado no actuaba como mero transportador de la unidad de 5-FU. En
consecuencia, el mecanismo de accion de estos compuestos era distinto al del
5-FU lo cual proporcionaba un mayor empuje al aspecto mecanistico de este
grupo estructural (Marchal et al., 2004). Otro hecho destacable, y que venia a
apoyar el que estas estructuras no eran profarmacos del 5-FU, era la nula
toxicidad que manifiestaron cuando se administran intravenosamente dos
veces por semana (50 mg/kg cada vez) a ratones durante 6 semanas (Saniger
et al., 2003; Campos et al., 2005).

Todos estos hechos analizados en su conjunto nos permitieron afirmar
que estos compuestos actuaban como verdaderos farmacos. En consecuencia,
un paso importante de la investigacion era la sustitucion de la base pirimidinica
no natural 5-FU por otras bases, pirimidinicas y puricas naturales y la
correspondiente valoracién de la actividad antitumoral. En caso de que el
resultado fuese positivo los farmacos anticancerosos obtenidos no tendrian
ninguna relacion con el 5-FU, lo que permitiria obtener actividades

antitumorales con menos efectos citotdxicos sobre las células normales.
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MODIFICACIONES EN EL PATRON DE CRECIMIENTO CELULAR INDUCIDAS
POR AGENTES FARMACOLOGICOS ANTITUMORALES

Casi todos los farmacos antitumorales que se usan actualmente en el
tratamiento del cancer son agentes antiproliferativos que, preferentemente, van
a matar a células en fase de division, al actuar a nivel de sintesis, replicacion o
procesamiento del ADN. Esto quiere decir que estos compuestos no son
totalmente selectivos frente a células tumorales, pudiendo causar dafno a
células normales que estén proliferando. Por ello, una estrategia a desarrollar
es la de proporcionar un incremento sustancial en la eficacia clinica de tales
compuestos, y el desarrollo de farmacos relativamente menos téxicos (Denny,
2001).

La baja lipofilia de los compuestos antineoplasicos hace que por parte
de las células no haya una 6ptima biodisponibilidad de estos farmacos, al no
atravesar facilmente la membrana celular. Recientes investigaciones se han
centrado en el desarrollo de modificaciones quimicas para aumentar esta
disponibilidad. Asi, la N-aciloxialquilacion de compuestos NH-acidicos tales
como carboxamidas, carbamatos, ureas, imidas y otras estructuras tipo amida,
ha sido considerada generalmente como un planteamiento util para obtener
derivados que combinen alta estabilidad in vitro con labilidad enzimatica
(Bundgaard y Nielsen, 1987). Estos nuevos compuestos tienen una alta lipofilia,
con lo que su biodisponibilidad celular no deberia ser un inconveniente para su

uso.

En el presente trabajo de investigacion evaluamos, en primer lugar, los
efectos antiproliferativos de distintos farmacos antitumorales sobre la linea

celular de cancer de mama MCF-7.

Nuestros resultados en los ensayos de citotoxicidad han demostrado
que todos los compuestos causaron una inhibicion dosis dependiente del

crecimiento de las células cancerigenas MCF-7. Por lo tanto la proliferacion
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celular se encuentra inhibida por el tratamiento de las células con los nuevos
compuestos, a concentraciones comprendidas en el rango micromolar. A
continuacion, decidimos seleccionar los mas activos para realizar con ellos un

estudio mas pormenorizado.

Dentro de la primera familia, O,O-Acetales y O,N-acetales ciclicos
derivados de la estructura 1,4-benzodioxepinica, se observdé como todos los
compuestos mostraban un efecto citotoxico alto, destacando el efecto de los
compuestos MB-90A y su isdmero MB-90B, y KS-47A y su isbmero KS-47B.
Para ver posibles modificaciones causadas por el cambio de posicion del cloro
sustituyente, estudiamos mas a fondo el efecto de estos compuestos frente a
otras lineas celulares, tumorales y no tumorales, mostrandose valores variables
de citotoxicidad e IT in vitro. De este modo, el farmaco MB-90A se mostré6 como
un potente inhibidor de células tumorales intestinales con menor efecto
citotoxico sobre las normales (IT in vitro de 6,04), mientras que, si
cambiabamos de posicidon el sustituyente, el compuesto MB-90B se comportd
como un farmaco muy efectivo y selectivo frente a células tumorales de estirpe
tanto mamaria como intestinal, aunque con una IT in vitro menor que en el caso
anterior (3,89).

Los otros dos isémeros también mostraron actividad antitumoral,
mostrandose menos citotéxicos frente a lineas celulares normales. También se
observd como la conformacién del farmaco KS-47A resultaba ser mas
interesante que la de su isdmero en el caso de células intestinales (IT in vitro
de 13,9 frente a 1,56), y todo lo contrario en las de mama (IT in vitro de 0,12 y
0,63, respectivamente). Estos resultados coinciden con lo ocurrido en el caso
anterior en el que el cloro en posicion 9 favorecioé un alto IT in vitro frente a

células intestinales.

En la familia de los O,0O-Acetales y O,N-acetales ciclicos derivados de la
estructura 4,1-benzoxatiepinica se observaron valores de Clso mayores que en

el caso anterior, por lo que parece que esta composicion tiene menor
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capacidad antitumoral. A pesar de ello, seleccionamos 3 farmacos, dos de ellos
isbmeros, que mostraron mayor actividad frente a MCF-7 y su efecto fue
probado en las otras 3 lineas celulares. Destacaron los resultados obtenidos
con MN-80C que parecié actuar de modo selectivo frente a las células de
origen mamario y con mayor fuerza sobre las tumorales, obteniéndose valores
de IT in vitro de 2,26. Por el contrario los dos compuestos isdmeros se
comportaron mucho mas activos contra las células intestinales, siendo la
estructura MN-84D las mas efectiva, con valores de IT in vitro de 12,7. Al igual
que en los casos anteriores parece que el cloro en posicion 9 favorece una

mayor citotoxicidad frente a células tumorales intestinales.

La familia de los O,0O-Acetales y O,N-cetales ciclicos derivados de la
estructura 1,4-benzoxazepinica se mostré como la de mayor accién citotoxica
frente a la linea celular MCF-7, alcanzando valores de Clsp muy bajos. De todos
los compuestos de esta familia seleccionamos los cinco que habian mostrado
mayor potencial, dos de los cuales eran isdmeros. Como ocurri¢ anteriormente
el compuesto con el cloro en posicién 9, MDG-828B, se mostré mucho mas
efectivo frente a células tumorales intestinales si lo comparamos con su
isdbmero. En esta ocasidon esta conformacion también mostré mejores valores
de citotoxicidad que el isébmero, aunque no asi con el IT in vitro. Los
compuestos MDG-828C y MDG-958A mostraron una gran citotoxicidad frente a
células tumorales de mama, pero no asi frente a las de colon. Por el contrario
MDG-884A2-2 mostréo mayor efecto sobre las células de colon que frente a las

de mama.

De las familias 4, O,N-Acetales aciclicos derivados del alcohol salicilico,
y 5, O,N-Acetales aciclicos derivados del alcohol tiosalicilico, no destacaron
especialmente los valores de ningun compuesto. Por el contrario, dentro de la
familia 6, O,N-Acetales aciclicos derivados del alcohol antranilico, si se
observaron valores de Clsg menores, y de todos los compuestos
seleccionamos el MDG-884D y el MDG-898D. El primero mostré un patrén
selectivo frente a células tumorales, dando valores muy interesantes de IT in

vitro (1,92 y 3,68 frente a células de estirpe mamaria e intestinal,
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respectivamente) mientras que el segundo destacd por su importante accién
selectiva sobre células MCF-7, frente a su menor actividad en los otros tipos

celulares.

Parece ser que en las tres familias de compuestos ciclicos, la posicion 9
del cloro sustituyente incrementa la actividad selectiva en cancer de colon,
siendo menos téxico en células normales. La introduccion de un grupo sulfona
en lugar del oxigeno aumenta la selectividad sobre células tumorales

mamarias, como fue el caso de MN-80C.

De la familia de farmacos aciclicos derivados del alcohol antranilico,
MDG898D manisfestd una extraordinaria selectividad frente a cancer de mama,
mostrando efectos citotoxicos minimos sobre células epiteliales mamarias
normales. Estos datos avalan, previo a un estudio en mayor profundidad, la
importancia de estas novedosas estructuras sobre el tratamiento selectivo de

cancer de mama y colon.

Una vez comprobada la actividad antitumoral de estos compuestos,
nuestro interés se centré en estudiar el mecanismo de acciéon de los mas
activos. Para ello llevamos a cabo en células de estirpe epitelial mamaria y de
colon, cancerigenas y no cancerigenas, estudios de distribucién del ciclo
celular, estudios de apoptosis y también estudios del patron de expresion

geénica.

INDUCCION DE MODIFICACIONES EN LA DISTRIBUCION DE LAS FASES DEL
CICLO CELULAR CON AGENTES FARMACOLOGICOS ANTINEOPLASICOS

El conocimiento de los mecanismos que rigen y regulan el ciclo celular
es de gran interés en la investigacion y tratamiento del cancer (Sympath y
Plunkett, 2001; Gali-Muhtasib y Bakkar, 2002). Esto se debe a que estas
células presentan una proliferacion celular desregulada debido a alteraciones

en los moduladores de la misma (Sandhu y Slingerland, 2000), con lo que se
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estan investigando extensamente farmacos que actuen a nivel de regulacién
del ciclo celular (Gali-Muhtasib y Bakkar, 2002).

Para estudiar los mecanismos de esta actividad antitumoral y
antiproliferativa de los compuestos, se analizaron por citometria de flujo los

efectos en la distribucion del ciclo celular.

El analisis del ciclo celular en los compuestos seleccionados mostré que
a la dosis de Clsg las células MCF-7, se detuvieron en las fases Gy y Go/M a
expensas de la poblacion de células de la fase S, sobre todo en el compuesto
KS-47A. Por lo tanto, todos los compuestos analizados disminuyeron
lentamente la progresion del ciclo celular, como demuestra la disminucion en el
porcentaje de células en la fase S y su incremento en el porcentaje de la fase
Go/G4. De este modo, se reduce el indice mitético (Ml = S+G,/M/G+) en las

células MCF-7 al bloquearse las células en la fase G4 (Ligueros et al., 1997).

Un bloqueo celular en la fase G4 del ciclo celular sirve para prevenir la
replicacion del ADN, dafado por accion de los distintos farmacos. El control
principal de la fase G1 lo efectua la proteina p53 a través de la induccion de la
proteina inhibidora de las CDKs p21. Esta forma complejos con las
ciclinas/CDKs de la fase G4, impidiendo la progresion del ciclo celular y dando
asi mas tiempo para la reparacion del ADN danado (Lane, 1992). Sin embargo,
cuando el control del ciclo por la proteina Rb esta alterado, la proteina p53
desvia el ciclo celular hacia la apoptosis, disminuyendo la expresion de genes
como Bcl-2 (Lane et al., 1994; Rodriguez y Rodriguez, 2000).

Otros motivos para la detencion del ciclo celular en la fase G¢ es la
inactivacién o descenso en los niveles de la ciclina D4 en la fase G4 temprana,
que impide la fosforilacion de pRb, permaneciendo esta proteina activa. De
esta manera se impide el paso a la fase S por la no liberacién del factor de
transcripcion E2F (Lundberg y Weinberg, 1999; Viallard et al., 2001). El

bloqueo también puede deberse a la inactivacion o descenso en los niveles de
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la ciclina E, responsable de mantener hiperfosforilada a pRb en la fase G
tardia, para que la liberacién de E2F no se detenga (Lundberg y Weinberg,
1999; Viallard et al., 2001).

Cuando estos mismos compuestos se probaron en la linea celular MCF-
10A, se observd como los farmacos tuvieron efectos mucho mas leves sobre la
modulacion del ciclo celular, lo cual nos insinué cierto efecto selectivo sobre la
linea tumoral de mama. Aun asi, la familia 1 mostré cierta tendencia al acumulo

en la fase Go/G1, mientras que la familia 3 lo hizo en la S.

Sobre la linea de adenocarcinoma de colon HT-29 se observd que los
compuestos provocaban una disminucién de la fase Go/Gq1 y su efecto era

variable sobre las fases S y G,/M del ciclo celular.

En la linea celular IEC-6 la mayoria de los compuestos provocé un
aumento en el numero de células dentro de la fase S, siendo la familia 3 la que
produjo un mayor incremento en esta fase. Previamente ha sido demostrado
que 5-FU a bajas dosis prolonga la fase S (Grem et al., 1999), lo laque se
traduce en la incapacidad de las células para sintetizar ADN. Igual le sucede al
resveratrol, que a bajas dosis acumula las células en la fase S del ciclo celular,
asociandose este acumulo con una marcada inhibicion de los niveles de ciclina
D y de CDK4, y también se asocia con la induccién de p53 y de p21 (Young-Ae
et al., 2004).

Después de analizar los efectos de los farmacos a nivel de ciclo celular
en las cuatro lineas celulares, nuestro interés se centrd en intentar explicar los
mecanismos por los que dichos compuestos actuaban. Segun Swanton (2004),
el mecanismo de accion de los agentes antitumorales tiene un gran potencial
manipulador del ciclo celular, al promover la detencién del crecimiento, la

diferenciacién o incluso la apoptosis.
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INDUCCION DE APOPTOSIS Y NECROSIS CON AGENTES FARMACOLOGICOS
ANTINEOPLASICOS

Dentro de las posibles terapias contra el cancer, la apoptosis es uno de
los fendmenos mas estudiados, intentando identificar su papel en la
citotoxicidad inducida por agentes quimioterapicos. Hemos estudiado si la
muerte celular programada es también un mecanismo por el que los nuevos
farmacos inducen citotoxicidad, dado que las células expuestas a agentes
especificos entran en apoptosis desde una fase dada del ciclo celular
(Yoshikawa et al., 2001; Saunders et al., 1997; Joe et al., 2002).

En la linea celular MCF-7, carente de actividad caspasa, la demostracion
de apoptosis ha sido dificil (Saunders et al., 1997; Chadderton et al., 2000). El
paclitaxel, las ciclofosfamidas y la citosina arabindsido, son los agentes
citotéxicos mas usados comunmente para inducir apoptosis en estas células
(Meyn et al., 1995; Milas et al., 1995). Ademas, hay que considerar que las
células de cancer de mama son poco susceptibles a induccién apoptotica por

una amplia variedad de agentes citotoxicos (Rasbridge et al., 1994).

Aun asi, las células MCF-7 inducidas con los distintos compuestos que
estudiamos parecen ser mas susceptibles a la apoptosis que las células
control. La apoptosis inducida por los farmacos en su dosis de Clsy, fue
demostrada por citometria de flujo, microscopia confocal y por criterios

morfoldgicos.

En esta linea celular tras 24 horas de tratamiento con los farmacos, se
aprecio un aumento de las tasas de apoptosis temprana y tardia. Estos datos
son mayores incluso cuando las células estuvieron 48 horas en tratamiento,
dejando menor porcentaje de células viables, lo que indica que el tiempo
adecuado de actuacion de estos farmacos se acerca mas a las 48 que a las 24

horas.
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En la MCF-10A los datos obtenidos parecen indicar que la apoptosis se
induce muy rapidamente, ya que se observo como ésta era mayor a las 24 que
a las 48 horas. Incluso se comprob6é como tras 2 dias de induccion la necrosis
era muy alta, por lo que parece que la accion apoptética de estos compuestos
se produce antes de ese tiempo, aunque ésta no es tan acusada en esta linea

celular.

En la linea celular HT-29 el grado de induccion de apoptosis fue mucho
menor y se indujo de manera mas tardia. De manera contraria a lo que cabia
esperar, los compuestos en la linea celular IEC-6 si produjeron gran apoptosis
y con efectos tempranos. Esto puede deberse a que ha sido demostrada la alta
tasa de recambio que tiene lugar en el epitelio intestinal conforme las células

van madurando (Rodriguez-Serrano et al., 2006).

En conclusion, estos compuestos inducen especificamente apoptosis en
células de estirpe mamaria. Aunque, al afectar también a las normales de
mama, el IT in vitro es mucho peor que en las de estirpe intestinal en las que

producian menor apoptosis pero al parecer de manera mas selectiva.

Existen una serie de estudios contradictorios sobre la implicacion o no
de p53 y su papel o no en la apoptosis. Asi, los efectos citotoxicos de 5-FU son
atribuidos a la induccién de apoptosis, mediante una via p53 dependiente
(Johnson et al., 1997). Sin embargo las células MCF-7, son relativamente
resistentes a la apoptosis mediada por p53 (Saunders et al., 1997), aunque la
activaciéon de p53 funcional a su vez puede regular y promover etapas discretas
de la cascada de apoptosis, tales como la sobreregulacion de p21
(Ostrakhovitch y Cherian, 2005). La administraciéon de 5-FU induce apoptosis
en células de cancer de mama y significativamente inhibe su actividad
proliferativa, sin que se demuestre que p53 esté involucrado en los

mecanismos que deciden o no la apoptosis (Asaga et al., 2001).

Los mecanismos de inhibicion del crecimiento fueron por apoptosis y no

por otro mecanismo como sugiere Takahashi et al. (2001) en su estudio, tras
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observar que la induccién de la apoptosis se llevd a cabo a una concentraciéon
mayor que la concentracion que causé la detencion del crecimiento en células

de mieloma humanas.

Mediante microscopia confocal confirmamos la apoptosis inducida por
estos compuestos. En ausencia de induccién por compuestos quimicos en las
células control, se observo la presencia de nucleos con distribucion homogénea
de la cromatina y algunas células necroéticas. Sin embargo, tras la induccién a
la dosis de Clsop con los distintos farmacos, si se observaron nucleos
apoptéticos con cromatina condensada y fragmentacion nuclear, ademas de
células necroticas tras 48 horas de induccion. La liberacion de las caspasas va
a dar lugar a la mayoria de los distintivos morfolégicos de la muerte celular,
como fragmentacién nuclear, rotura del citoesqueleto celular y exposicién de
fosfatidilserina en la superficie extracelular de la membrana plasmatica (Parone
et al., 2002). No obstante, en células carentes de caspasas, como las células
MCEF-7, tras un detallado analisis se observo la presencia de condensacion de

la cromatina y de fragmentacion nuclear por microscopia de fluorescencia.

La identificacién de apoptosis por microscopia éptica es algo subjetiva y
tediosa si tenemos en cuenta que el proceso es muy rapido y que las células
apoptoticas son rapidamente eliminadas. Los distintos compuestos, en su dosis
Clso, indujeron cambios en la morfologia celular en las cuatro lineas celulares
estudiadas. Muchas de las caracteristicas que exhibieron los cuatro tipos
celulares han sido descritas como indicativas de apoptosis (Saunders et al.,
1997; Staunton y Gaffney, 1998; Chadderton et al., 2000). Las células
apoptéticas redujeron su volumen y se separaron de las vecinas, afectando

ocasionalmente a pequefios grupos de células.

Algunos agentes antineoplasicos pueden ejercer su efecto terapéutico a
través de una mezcla de acciones citodestructivas e inductoras de
diferenciacién, provocando no sélo muerte celular sino que también activan el
programa de diferenciacion que va unido a una disminucion de la capacidad de
proliferativa en las células tratadas (Sartorelli., 1985, Chen et al., 2002). Este

hecho podria ser aplicado a las células de la linea celular HT-29, no obstante,
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estudios mas en profundidad serviran para intentar demostrar si se producen

dichos fendmenos de diferenciacion celular.

Las células de las cuatro lineas celulares estudiadas exhibieron
prominentes vacuolas autocataliticas perinucleares, abundante material
filamentoso y microvilli irregular en la superficie celular, que podria ser
consistente con la induccion de diferenciacion (Chen et al., 2002). Hubo
pérdida de uniones celulares y de estructuras especializadas de membrana
como los microvilli, con la formacion de burbujas o protuberancias superficiales.
También se observé condensacion irregular de la cromatina bajo la membrana,
y ya en la apoptosis tardia se observaron cuerpos apoptéticos. Todos estos
eventos son descritos también por Staunton y Gaffney, (1998). Las organelas
citoplasmaticas permanecieron bien preservadas, observandose condensacion

citoplasmatica.

La membrana citoplasmatica de las células apoptdoticas al volverse
asimétrica, expone fosfatidilserina y glicanos inmaduros, que pueden facilitar un
reconocimiento fagocitico eficiente por macréfagos, células parenquimaticas
vecinas o por células tumorales (Staunton y Gaffney, 1998). Esto supone un
mecanismo de reconocimiento especifico que otorga una ventaja al prevenir
respuestas inflamatorias, sobre todo en condiciones fisiologicas (Kerr et al.,
1994). La exposicion de la fosfatidilserina por parte de la membrana
plasmatica, se considera un evento temprano en la apoptosis y secundario a
las alteraciones morfolégicas, que va a preceder a la condensacion nuclear,
independientemente del agente inductor de la apoptosis (Cornelissen et al.,
2002).

Por utimo, para comprender los mecanismos génicos que subyacen en las
modificaciones que provocaban los diferentes farmacos, hemos llevado a cabo
el estudio de las modificaciones en los patrones de expresion génica inducidas

por los mismos.
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MODIFICACIONES EN EL PATRON DE EXPRESION GENICA TRAS LA
INDUCCION CON LOS COMPUESTOS ANTITUMORALES

Hasta hace pocos afos uno de los principales inconvenientes que se
encontraban los investigadores en la lucha contra el cancer era el alto numero
de genes que podian subyacer en los mecanismos de transformacién maligna.
Hoy en dia, la técnica de microarrays permite el estudio simultdneo de un

numero abundante de genes, con las consiguientes ventajas.

Ademas, esta técnica permite el estudio de marcadores que puedan
predecir la respuesta a un tratamiento determinado. Esta respuesta viene
mediada por la expresion de un alto numero de genes que, sin embargo,
pueden ser estudiados mediante los microarrays de ADN. Existen varios
ejemplos, como los estudios, antes mencionados, en linfoma de Rosenwald et
al. (2002) o de Sorlie et al. (2001) y van’t Veer et al. (2002) en cancer de

mama.

Nuestro interés se centré en intentar explicar, mediante los cambios en
el patron de expresion génica, los posibles mecanismos a nivel génico sobre

los que actuaban los diferentes farmacos.

El primer dato que nos arroj6 este estudio fue que los farmacos
producian la expresion diferencial de determinados genes en todas las lineas
celulares estudiadas, pero que estos eran significativamente distintos cuando
se trataban de diferentes lineas celulares. Esto queria decir que los
compuestos poseian un efecto pleitrépico, y que dependiendo de la linea

celular que se tratara, actuaban por uno u otro mecanismo.

En la linea celular MCF-7 fue sobre la que mayor modificacién en el
patron de expresion provocaron, mientras que, curiosamente, las células
normales de mama MCF-10A fueron en las que menos genes vieron
modificada su expresion génica. Sobre las dos lineas de células intestinales

provocaron cambios en un numero mas o menos similar de genes.
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Todos los farmacos mostraron capacidad de modulacién del ciclo
celular, aumentando las células en fase Gy/G1y Go/M, disminuyendo las del

ciclo S.

Un estudio mas pormenorizado en esta linea celular de cancer de mama
demostré modificaciones en genes relacionados con el control de las distintas
fases del ciclo celular, asi los compuestos KS-47A, KS-47B y MDG-828B
aumentaron la expresion de los genes de la ciclina B3 y CDC2. Esta ultima se
une a la ciclina B, y el complejo ciclina B/CDC2 es requerido para la apoptosis
(Castedo et al., 2002). Todo esto podria explicar uno de los mecanismos de

actuacion de estos compuestos.

Este fendmeno también explicaria por qué la expresion de genes que
codifican para CDK2 y CDK4 se encontraba reprimida por todos los
compuestos. La primera se asociada a la ciclina A y tiene un papel muy
importante en la elongacion del ADN, siendo necesaria para la progresion
celular durante G1. También se ha visto que tiene un rol en el bloqueo de la
apoptosis (Golsteyn, 2005), con lo que su represion favoreceria la aparicion de

estos fendmenos.

Por su parte, las CDK4 forman complejos con las ciclinas de la familia D,
y tienen su actividad maxima en la transicién de G4/S (Viallard et al., 2001).
Una de las funciones de los complejos ciclina D/CDK4 es fosforilar la proteina
del retinoblastoma (Rb), activando la expresion de genes necesarios para la
entrada en la fase S, de manera que su represidén provoca la disminucion de
células dentro de esta fase. Estos datos apuntan a que uno de los posibles
mecanismos de accidon de estos compuestos sea actuando como inhibidores de
CDKs.

Sobre la linea celular MCF-7, todos los compuestos manifestaron una
gran capacidad de induccidén de apoptosis, incluso en las primeras 24 h. Este
alto indice apoptotico se produce al desequilibrarse la relacion entre los genes
pro y anti-apoptéticos (Cory y Adams, 2002). Asi, encontramos como todos los

farmacos provocan el aumento de ciertos genes inductores de apoptosis.
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Cabe destacar ciertos genes que se encontraban inducidos en todas las
lineas celulares, como el BBC3. El producto de este gen pertenece a la familia
de las proteinas “BH3-only”, llamadas asi por estar formadas solo por este
domino tan importante en induccién de apoptosis. Recientemente estas
proteinas han recibido mucha atencioén, ya que son mediadores clave en la
apoptoisis mediada por diversos estimulos entre los que se encuentra el 5-FU,
actinomicina D, velcade y otros factores como hipoxia y radiacién (Villunger et
al., 2003; Yu et al., 2001; Yu et al., 2003; Nakano et al., 2001). Asi, se ha
comprobado como este gen se induce por dano en el ADN o tratamientos con
glucocorticoides, en este ultimo caso mediado por p73 (Melino et al., 2004).
Nos encontramos, pues, ante un mediador esencial de apoptosis, tanto la
dependiente como la no dependiente de p53 (Luo et al., 2005). De este modo,
se ha demostrado este gen que esta implicado en la induccidén de apoptosis en
células MCF-7 a través de la via mitocondrial inducida por estradiol (Lewis et
al., 2005)

Se ha comprobado como BBC3 se encuentra detras de la apoptosis
inducida por doxorubicina en pacientes con cancer de mama localmente
avanzado. También se ha demostrado que en dicho tratamiento este gen
apenas se expresa en células no tumorales, lo cual se corrobora en nuestro
caso, ya que no se expresa diferencialmente en la linea epitelial mamaria
normal MCF-10A (Middelburg et al., 2005).

Aun asi parece ser que los compuestos no actuaron solo a este nivel,
sino que tambien indujeron la expresion de otros genes proapoptoticos. Como
es el caso del gen PDCD?7, altamente inducido por el compuesto KS-47B. Tras
tramiento con estaurosporina y dexametasona, este gen esta sobreexpresado e
induce apoptosis mediado por la inhibicidn de proteinas quinasas (Park et al.,
1999).

KS-47B también indujo la expresion del gen BMF hasta 7,74 veces. Este
gen proapoptético codifica para una proteina perteneciente a la familia de las
proteinas “BH3-only”, que normalmente se encuentra secuestrada por la

miosina V, pero se induce por ciertas senales de dano como la pérdida de
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unioén celular (anoikis) o por TGFB (Puthalakath et al., 2002; Ramjaun et al.,
2006). Los compuestos MDG-884D y MDG-898D no provocaron este cambio,

sin embargo, tienen un mayor y mas temprano efecto inductor de apoptosis.

En la linea celular MCF-10A pudimos observar como el numero de DEG
fue mucho menor en comparacion a la linea MCF-7. Esto explicaria el efecto
que demuestran los diferentes compuestos analizados sobre el ciclo celular e

induccién de apoptosis en estas células.

En este caso también encontramos inducida la expresion del gen
codificante para CDC2, lo que explicaria, como en el caso anterior, que CDC2
se une a la ciclina B, y el complejo ciclina B/CDC2 es especificamente

requerido para la apoptosis.

En estas células todos los compuestos indujeron apoptosis, pero a
valores mucho mas moderados que en el caso anterior. Esto fue debido a que
los genes pro-apoptéticos se encontraban normalrmente inducidos, pero en

todos los casos nunca 2 veces por debajo respecto al control.

Incluso encontramos la induccion de ciertos genes anti-apoptéticos
como el TNFAIP3, cuyo producto interactua con NAF1 e inhibe la induccién de
apoptosis mediada por TNFa (He y Ting, 2002). Quizas este gen bloquee la
apoptosis dependiente de esta ruta y los fendmenos de apoptosis que
encontramos se deban a las otras rutas inductoras. Esto, ademas de la baja
induccién de genes pro-apoptéticos, explicaria la existencia de cierta apoptosis

pero a valores no tan elevados como en las MCF-7.

En las células HT-29 los efectos de los diferentes compuestos sobre la
modulacién del ciclo celular fueron muy variables. Un rasgo comun a todos los
compuestos fue que, al contrario de lo que pasaba en las células MCF-7 vy

MCF-10A, estas células no tuvieron detencion dentro de la fase Gy/G4. Esto se
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explica facilmente al ver como, al contrario de como pasaba anteriormente, en
esta ocasion los farmacos no mostraron efectos sobre los niveles de expresion
de los genes codificadores de CDK2 y CDKA4.

El compuesto KS-47A indujo acumulo del porcentaje de células en la
fase G, del ciclo celular. El estudio de las modificaciones en el patron de
expresion génica inducido por este farmaco nos mostré como el gen RPRM se
encontraba inducido. Este interviene en el punto de control Go/M, y ante el
dafio en el ADN inducido por rayos X, provoca la detencién del ciclo celular en
la fase G, por un mecanismo dependiente de p53 (Ohki et al., 2000). Ademas
la proteina que codifica inhibe la actividad de CDC2 y la traslocacion nuclear de

la ciclina B1.

Donde si se observé un gran efecto de los compuestos fue en la
induccion de apoptosis en ceélulas HT-29. El principal promotor de este
fendmeno fue el gen TPS53INP, que se activa en respuesta a la rotura de la
doble hélice de ADN (Tomasini et al., 2003). Aunque el mecanismo de
apoptosis inducida por p53 no se conoce completamente, parece ser que es
esencial su fosforialcion en la Ser-46, promovido por este gen al activar una
serie de serina quinasas especificas (Oda et al., 2000). En ausencia de esta
proteina no se desencadena este proceso y no se produce la activacion del
mediador de p53, p53AIP1 (Okamura et al., 2001).

También se provocod el aumento en la expresion de otro gen pro-
apoptotico que normalmente se induce por stress celular mediado por p53,
UNCS5B. De hecho, la represién de este gen inhibe la induccién de apoptosis
por adriamicina, compuesto que provoca muerte celular mediante la via de p53
(Tanikawa et al., 2003). Este gen codifica para una proteina que posee un
dominio de muerte citoplasmatico y parece ser una de las principales vias de
induccién de apoptosis mediads por p53 (Thiebault et al., 2003).
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El efecto de los compuestos estudiados sobre la distribucion de las
células IEC-6 a lo largo del ciclo celular fue variable. Esto se debe a que en
esta linea celular no existen genes reguladores del ciclo que se encuentren
diferencialmente inducidos por todos los compuestos, sino una serie de DEG
implicados en estos procesos que se estimulan o reprimen por el tratamiento

con un compuesto dado, pero no por los demas.

Un ejemplo de DEG por un compuesto en particular y que interviene en
la regulacién del ciclo celular lo encontramos en CDC7, inducido por el
compuesto KS-47A. Este, al contrario a los otros farmacos estudiados, provoco
la detencién en la fase Go/G4, debido a la represidon de la expresion de dicho
gen. Este gen se encarga de promover el paso de la fase Gq a la fase S
(Kumagai et al., 1999), por lo que, al encontrarse reprimido, no se inicia la fase

S y se produce el acumulo en la G1.

Otro ejemplo de genes implicados en el ciclo celular, y diferencialmente
expresados por algunos de los farmacos, es CCNB1, que codifica para la
ciclina B1. Este gen, que se encuentra reprimido por los compuestos KS-47B y
MDG-828B, es esencial para la progresion del ciclo celular a lo largo del punto
de control Gy/M (Bassermann et al., 2005), y su represion explicaria la

alteracion causada por estos compuestos en este punto del ciclo celular.

En esta linea celular todos los farmacos generaron altas tasas de
induccioén de apoptosis, hecho que coincidié con una gran expresion del gen
TNFRSF1B. Este codifica para un miembro de la superfamilia de los receptores
de TNF, el TNFR2, que esta implicado en la induccion de apoptosis. Ademas,
este gen esta implicado en la apoptosis inducida por interleuquina-3 (IL-3) y el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor, GM-CSF). Se sabe que alterando el
cociente entre TNFR1 y TNFR2 a favor de este segundo se potencia la
apoptosis selectiva, con las aplicaciones que esto tendria en la lucha contra el
cancer (Rae y MacEwan, 2004). Aunque también se ha demostrado que el

TNFR1 es un inductor de apoptosis mucho mas potente que el TNFR2 (Berger
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et al., 2000), lo cual explicaria que los valores de apoptosis, inducidos por los

diferentes farmacos en la linea celular HT-29, no fueran excesivamente altos.

También resultd interesante el caso del gen PPP1R13B, que se
encontraba reprimido por todos los compuestos en las células IEC-6. Este gen
es un potente regulador de p53 (Samuels-Lev et al., 2001), y su expresion se
encuentra reprimida en muchos tumores de mama que expresan proteina p53
salvaje, en lo que parece ser una ventaja selectiva de las células tumorales (Liu
et al., 2005). En resumen, todo parece indicar que en esta linea celular la

apoptosis se induce via TNF y no actuando sobre reguladores directos de p53.

Todos estos datos sugieren, como ya comentamos anteriormente, que
los farmacos estudiados poseen efectos pleiotrépicos, de tal manera que,
dependiento del tipo celular sobre el que actuen, tienen efectos diferentes. Asi,
parece que en la linea tumoral HT-29 inducen apoptosis mediante mecanismos
que actuan directamente sobre p53, mientras que en las células IEC-6 dicho
fendbmeno se induce via TNF, aunque, quizas al ser menos directa, esta via se
mostré menos efectiva que la anterior. Sin embargo, en la linea celular MCF-7
la via de induccion de apoptosis fue diferente a las anteriores y vino mediada
por BBC3, que promueve apoptosis por mecanismos dependientes e

independientes a p53.

En términos generales, los resultados anteriormente mostrados parecen
indicar que los diferentes farmacos actuan mediante diferentes mecanismos. A
nivel de ciclo celular se comportan como inhibidores de diferentes CDKs, y
como potentes promotores de muerte celular programada, tanto por la via

dependiente como la independiente de p53, en lo que a apoptosis se refiere.

Asi pues, estos farmacos presentan importantes ventajas a nivel
experimental sobre los quimioterapicos clasicos utilizados en la clinica diaria. El
hecho de ser especificos sobre determinadas dianas moleculares, ser mas
biodisponibles para las células tumorales y menos tdxicos sobre las no
tumorales, sugieren su gran potencial terapéutico en pacientres afectados de

cancer de mama y colon.
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Estos datos nos alientan para promover estudios in vivo del efecto
terapéutico de estos compuestos frente a una enfermedad que provoca unos

altos indices de morbilidad y millones de muertes en todo el mundo.
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1. Los farmacos O,O-acetales y O,N-acetales ciclicos derivados de las
estructuras 1,4-benzodioxepinica (familia 1), 4,1-benzoxatiepinica (familia 2), y
1,4-benzoxazepinica (familia 3), asi como los O,N-Acetales aciclicos derivados
del alcohol salicilico (familia 4), del alcohol tiosalicilico (familia 5), del alcohol
antranilico (familia 6) o los que poseen el grupo amida (familia 7) presentan una
actividad antitumoral frente a células de cancer de mama en el rango
micromolar. Dichos compuestos, que incluyen bases pirimidinicas y puricas
naturales en su estructura, son totalmente novedosos, presentan una alta

lipofilia y por tanto la biodisponibilidad de las células tumorales es mayor.

2. Los compuestos seleccionados de las distintas familias presentan un
alto indice terapéutico experimental, con actividad citotdéxica selectiva de
cancer de mama o colon dependiendo del tipo de sustituyente empleado y de la
posicion del mismo. Estos IT in vitro de los farmacos avalan su extraordinaria

selectividad sobre células tumorales y la baja toxicidad sobre células normales.

3. Tanto en la linea celular de cancer de mama humano MCF-7, como
en la de adenocarcinoma de colon HT-29, la mayoria de los farmacos
ralentizan la su progresion a través del ciclo celular, acumulando las células en
las fases Go/G1y G2/M a consta de unas disminucion de las que se encuentran

en la fase S del ciclo celular.

4. El tratamiento de las células epiteliales mamarias normales MCF-10A,
mostré como los farmacos seleccionados tuvieron efectos mucho mas leves
sobre la modulacién del ciclo celular, lo cual sugiere cierto efecto selectivo
sobre la linea tumoral de mama. Aun asi, hay que destacar que la familia 1
mostroé una tendencia al acumulo de las células en la fase Go/G1, mientras que

la familia 3 lo hizo en la fase S.

5. En la linea celular de epitelio intestinal de rata IEC-6, la mayoria de
los compuestos provocdé un aumento del porcentaje de células que se
encontraban dentro de la fase S, siendo la familia 3 la que produjo un mayor

incremento en esta fase.

231



Octavio Caba Pérez Conclusiones

6. Los estudios mediante citometria de flujo y microscopia confocal,
demostraron como todos los farmacos seleccionados de las diferentes familias
inducen apoptosis temprana y tardia en mayor o menor proporcion, en las
lineas tumorales y no tumorales. Esto demuestra la especificidad en el

mecanismo de accion de estos compuestos sobre dicho fendmeno.

7. El estudio de expresién génica mediante microarrays mostré que los
isdmeros KS-47A y KS-47B de la familia 1, MDG-828B de la familia 3 y MDG-
884D y MDG-898D de la familia 6 inducian la expresién diferencial de
determinados genes en todas las lineas celulares estudiadas. Los diferentes
farmacos poseian un efecto pleitropico que dependié de la linea celular sobre

la que actuaban.

8. La detencion de las células tumoral MCF-7, inducida por todos los
compuestos seleccionados a nivel de la fase Go/G1 del ciclo celular, vino
mediada por la represion de la expresion de los genes que codificaban para la
CDK2 y CDK4.

9. Aunque en la promocién de apoptosis en la linea celular MCF-7 se
debid a la induccion de la expresion de diversos genes pro-apoptoéticos, fue el
gen BBC3, que produce apoptosis dependiente e independiente de p53, el

principal artifice de la activacion de este proceso.

10. En la linea celular normal MCF-10A, donde la modulacién del ciclo
celular y la induccién de apoptosis fue mucho mas moderada, tuvo su reflejo en

una menor cantidad de genes diferencialmente expresados (DEG).

11. La detencion en la fase G,/M del ciclo celular sobre la linea celular
tumoral de colon HT-29 estuvo mediado por el gen RPRM. La alta tasa de
apoptosis mostrada tras el tratamiento, parece ser debida a la induccién de la
expresion de los genes TP53INP y UNC5B, actuando todos por un mecanismo

dependiente de p53
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12. Sobre las células no tumorales |IEC-6, los diferentes compuestos
estudiados no provocaron cambios significativos en la expresién de genes
relacionados con el ciclo celular. Por otro lado la via TNF, activada por un
aumento en la expresion de los genes TNFRSF1B y PPP1R13B, parece ser la
principal causante de los fendmenos de apoptosis observados en esta linea

celular.

13. Los resultados experimentales obtenidos sobre las lineas celulares
tumorales y no tumorales de mama y colon sugieren que los compuestos
seleccionados poseen una actividad antitumoral especifica y selectiva,
convirtiéndose en excelentes candidatos para una futura aplicacién en el
tratamiento en el tratamiento de esta patologia de gran prevalencia en la

poblacion mundial.
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1. LINEA CELULAR MCF-T7:

1.1. FARMACO KS-47A (gréficas 1y 2).
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GRAFICA 1. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Level: 3
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GRAFICA 2. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA

LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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1.2. FARMACO KS-47B (graficas 3 y 4).
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GRAFICA 3. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 4. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA

LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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1.3. FARMACO MDG-828B (graficas 5 y 6).
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GRAFICA 5. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 6. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN
LA LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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1.4. FARMACO MDG-884D (graficas 7 y 8).
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GRAFICA 7. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewvel: 3
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GRAFICA 8. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN
LA LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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1.5. FARMACO MDG-898D (graficas 9 y 10).

Biological process. Lewel: 3 L i e
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locomotion I z.ze2
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coagulation I z.03%
reproductive physiological process I 1.812
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sex differentiation | 1.35%
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GRAFICA 9. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biclogical process. Lewel: 3 LI VUL VUL PO S W PN
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cell differentiation | 1.14%
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GRAFICA 10. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR MCF-7 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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2. LINEA CELULAR MCF-10A

2.1. FARMACO KS-47A (graficas 11y 12).

Biological process. Level: 3
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GRAFICA 11. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewvel: 3 LI YSLI VA B VA R W
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GRAFICA 12. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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2.2. FARMACO KS-47B (graficas 13 y 14).

Eiological process. Lewel: 3 : . " L L oo
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QRAFICA 13. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA
LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewel: 3 L A P e T I P9
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response to endogenous stimulus | o.a7
regulation of growth | o.a7
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GRAFICA 14. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA
LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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2.3. FARMACO MDG-828B (graficas 15y 16).
Biological process. Level: 3 P v
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GRAFICA 15. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN
LA LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewel: 3 LI VS VUL S WO R W R B
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GRAFICA 16. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN
LA LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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2.4. FARMACO MDG-884D (gréaficas 17 y 18).
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GRAFICA 17. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN

LA LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewel: 3 S VAL Ve S e WO I PN
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GRAFICA 18. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN
LA LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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2.5. FARMACO MDG-898D (gréaficas 19 y 20).

Biological process. Lewel: 3 LI VAL R L Lo oo
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detection of stinulus | o.61%
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GRAFICA 19. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewel: 3 U U I
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GRAFICA 20. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR MCF-10A AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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3. LINEA CELULAR HT-29

3.1. FARMACO KS-47A (graficas 21y 22).
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GRAFICA 21. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Level: 3 I e e
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QRAFICA 22. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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3.2. FARMACO KS-47B (gréafica 23 y 24).

Biological process. Lewel: 3 L TR TR T
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GRAFICA 23. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA
LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Level: 3
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GRAFICA 24. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA

LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.

260



Octavio Caba Pérez Anexo
3.3. FARMACO MDG-828B (grafica 25 y 26).
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GRAFICA 25. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN
LA LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 26. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN

LA LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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3.4. FARMACO MDG-884D (graficas 27 y 28).
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GRAFICA 27. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN
LA LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 28. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D A

EN LA LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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3.5. FARMACO MDG-898D (graficas 29 y 30).
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GRAFICA 29. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Level: 3 I
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GRAFICA 30. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR HT-29 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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4. LINEA CELULAR IEC-6

4.1. FARMACO KS-47A (graficas 31y 32).
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QRAFICA 31. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 32. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47A EN LA
LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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4.2. FARMACO KS-47B (graficas 33 y 34).
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QRAFICA 33. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA
LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Level: 3 I e =
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GRAFICA 34. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO KS-47B EN LA
LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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4.3. FARMACO MDG-828B (gréficas 35 y 36).
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GRAFICA 35. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN
LA LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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Biological process. Lewel: 3 L I A L
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GRAFICA 36. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-828B EN
LA LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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4.4. FARMACO MDG-884D (gréaficas 37 y 38).
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GRAFICA 37. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN
LA LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 38. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-884D EN
LA LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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4.5. FARMACO MDG-898D (gréaficas 39 y 40).
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GRAFICA 39. PORCENTAJE DE GENES INDUCIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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GRAFICA 40. PORCENTAJE DE GENES REPRIMIDOS POR EL COMPUESTO MDG-898D EN
LA LINEA CELULAR IEC-6 AGRUPADOS POR FUNCION BIOLOGICA.
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